
Rapid identification and susceptibility testing of Enterobacteriaceae and non-fermenters

 by direct inoculation from positive blood cultures into VITEK®2
[image: image10.emf]0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

percentage geïdentificeerd (%)

P. aeruginosa (33) S.maltophilia (2)

species

Identificatieresultaten nonfermenters per 

species 

onjuist  geïdentificeerd

niet geïdentificeerd

correct geïdentificeerd


[image: image11.png]ziekenhuisopnamen (per 1.000), hoofddiagnose

20

15

o5
o084
7579
074
6569
o064
5559
0.5
4549
044
3
34
%29
22
1519
1014
53

14

leeftjdsklasse

mvrouwen

Bmannen




Hendri Overmeijer

Hogeschool Utrecht

Life Sciences, Microbiologie

Academisch Medisch Centrum

Amsterdam, juni 2008

Rapid identification and susceptibility testing of Enterobacteriaceae and non-fermenters by direct inoculation from positive blood cultures into VITEK®2
Naam: 


Hendri Overmeijer

Afstudeerinstelling: 
Academisch Medisch Centrum

Afdeling: 


Medische Microbiologie

Onderwijsinstelling:
Hogeschool Utrecht

Opleiding: 


Life Sciences

Specialisatie: 

Medische Microbiologie

Stagebegeleidster:

C.E. Visser

Schoolbegeleider:
 
D. van Brenk

Afstudeerperiode: 

januari 2007 – juni 2008

Foto op voorpagina:
VITEK®2 systeem

Voorwoord

Gedurende de periode december 2006 tot en met juni 2008 heb ik voor de afronding van mijn studie een afstudeerstage doorlopen op de afdeling Medische Microbiologie in het Academisch Medisch centrum te Amsterdam. 

Op het laboratorium hebben ze dagelijks te maken met positieve bloedkweken die gedetermineerd moeten worden en waarvan een resistentie bepaald moet worden. Dit wordt gedaan met behulp van de “gouden standaard”. Mijn afstudeeropdracht gaat over het vergelijken van een nieuwe methode met de huidige methode (‘gouden standaard’) voor het determineren van positieve bloedkweken die Gram-negatieve staven bevatten. 

In mijn afstudeerperiode heb ik de mogelijkheid gehad om diverse werkzaamheden uit te voeren voor mijn afstudeerstage. Met behulp van de resultaten heb ik mijn afstudeerstage af kunnen ronden tot een goed eindresultaat. 

Gaarne wil ik mijn stagebegeleidster C.E Visser en ing. J.G de Rooij in het bijzonder bedanken voor hun begeleiding en ervaring op het gebied van medische microbiologie gedurende mijn afstudeerperiode, mede dankzij hun kritische kijk op zaken en grote ervaring. 
Voor het prettige en leerzame verloop van mijn afstudeerstage wil ik gaarne alle medewerkers van de afdeling Medische Microbiologie bedanken voor hun bijdrage.

Voor de rest wil ik Birgitta Duim bedanken voor haar begeleiding op het gebied van genotypische determinatie.

De samenwerking heb ik als goed ervaren. Het was dan ook een erg aangename periode die ik in het AMC heb mogen doormaken. En ik heb hierbij nieuwe ervaring opgedaan die mij in de toekomst nog van pas zullen komen. Door mijn afstudeerstage heb ik een grotere mate van zelfstandigheid en hogere productiviteit bereikt. 
Tot slot wil ik Caroline Visser ook bedanken voor het becommentariëren van mijn afstudeerscriptie. 

Hendri Overmeijer

Samenvatting

In dit onderzoek is de mogelijkheid onderzocht om een snellere identificatie en resistentie te bepalen door het BacT/Alert systeem te combineren met het VITEK®2 systeem. Directe inoculatie van een bacteriële suspensie in de VITEK®2 ID-GN en AST-NO48 kaarten is mogelijk door middel van differentiële centrifugatie uit positieve bloedkweken met Gram-negatieve staven. Directe inoculatie van een geautomatiseerd systeem voor snellere identificatie (ID) en anti-microbiële gevoeligheidsbepaling (AST) uit positieve bloedkweekflessen zal de tijd, die nodig is voor laboratoriumdiagnostiek, reduceren. 
Snellere resultaten kunnen leiden tot een significante reductie van morbiditeit, mortaliteit en kosten. De resultaten van directe inoculatie zijn bevestigd en vergeleken door uitvoeren van de huidige methode; de ‘gouden standaard.’ 
Om de ID en AST resultaten te onderzoeken zijn er 235 positieve BacT/Alert® bloedkweken, met Gram-negatieve staven, direct geïnoculeerd in het VITEK®2 systeem. Er zijn in totaal 183 Enterobacteriaceae resultaten die d.m.v. directe inoculatie zijn verkregen, vergeleken met de resultaten van de ‘gouden standaard.’ Van de 183 Enterobacteriaceae zijn er 145 (79,23%) correct geïdentificeerd tot op het species niveau, 17 (9,29%) zijn niet geïdentificeerd en 21 (11,48%) zijn incorrect geïdentificeerd. In totaal zijn er 35 non-fermenters onderzocht; hiervan zijn er 31 (88,57%) correct geïdentificeerd tot op het species niveau, 3 (8,57%) zijn niet geïdentificeerd en 1 (2,86%) is incorrect geïdentificeerd. 
Het VITEK®2 systeem heeft bij directe inoculatie een identificatie tijd van 5 uur en 6 uur bij respectievelijk Enterobacteriaceae en non-fermenters. De tijd die het VITEK2 systeem nodig heeft voor de resistentiebepaling van Enterobacteriaceae en non-fermenters is respectievelijk 9 en 14 uur. 
Het bepalen van gevoeligheid bij Enterobacteriaceae voor de 10 anti-microbiële; amikacine, amoxicilline, amoxicilline/CA, cefotaxime, ceftazidime, ciprofloxacine, gentamycine, imipenem, trimethoprime en trimethoprime/sulfa, is uitgevoerd door gebruik te maken van Neo-sensitabs (Neo-SensitabsTM) en MIC break-points zoals aanbevolen door het Nederlandse CRG. Na het vergelijken van de MIC’ s van het VITEK®2 systeem met die van standaard methode is gebleken dat de 1445 organismen-antibiotica combinaties een gemiddelde hebben van 93,85% (1356 combinaties). De waarden van gevoeligheid voor de 10 individuele antibiotica variëren van 76,76% tot 99,31%. De tijd die nodig is voor de resistentiebepaling van de 10 antibiotica uit 145 bloedkweken varieert van 4¾ tot 16½ uur. 
Bij non-fermenters is de directe resistentiebepaling van de volgende 9 anti-microbiële amikacin, ceftazidime, ciprofloxacin, imipenem, meropenem, piperacilline, piperacilline/ tazobactam, tobramycine and trimethoprim/sulfa, uitgevoerd. De MIC’s van de 270 organismen-antibiotica combinaties hebben een gemiddelde van 86,50% (233 combinaties). De gevoeligheid voor de 9 anti-microbiële middelen varieert tussen de 65,52% en 96,67%. De tijd die nodig is om de gevoeligheid te bepalen varieert van 11¼ tot 16¼ uur. In vergelijking met de ‘gouden standaard’ methode, die 1 tot 2 dagen nodig heeft (afhankelijk van de groeisnelheid van het isolaat), is het met deze methode mogelijk om uitslagen op dezelfde dag te rapporteren. Dit kan uiteindelijk leiden tot snellere en specifiekere therapie bij patiënten. 
Uiteindelijk kon er geconcludeerd worden dat de determinatie en het bepalen van de gevoeligheid van Gram-negatieve staven met de VITEK®2 methode, t.o.v. de ‘gouden standaard’, sneller resultaat gaf. De VITEK®2 methode determineerde de meeste bacteriën tot op het genus én species niveau, maar had echter wel een lager percentage correcte identificaties. Dit wil zeggen dat het VITEK®2 systeem niet zo specifiek en nauwkeurig was in het determineren van Gram-negatieve staven uit positieve bloedkweken als de ‘gouden standaard’.

De stammen die niet te determineren waren met de VITEK®2  methode konden met de 16S analyse gedetermineerd worden. 
Summary

This study explores the possibility of combining the BacT/Alert Microbial Detection System with the VITEK®2 system to achieve rapid bacterial identification and susceptibility testing. Direct inoculation of bacterial suspension to the VITEK 2 ID-GN and AST-NO48 card was made by differential centrifugation of positive blood cultures of organisms with Gram-negative enteric morphology.
Inoculation of an automated system for rapid identification (ID) and antimicrobial susceptibility testing (AST) directly from positive blood culture bottles will reduce the turnaround time of laboratory diagnosis of septicaemia patients, which benefits clinical outcome and decrease patient costs. Direct test results, however, must always be confirmed by testing a pure overnight culture, which is the ‘golden standard.’
We inoculated VITEK®2 directly from 235 positive BacT/ALERT® blood culture bottles containing Gram-negative rods and studied the ID and AST results. In a comparison of direct inoculation with the standard method, a total of 183 Enterobacteriaceae strains were investigated; of these, 145 (79, 23 %) strains were correctly identified to the species level and 17 (9, 29%) strains were not identified and 21 (11, 48%) strains were misidentified. A total of 35 non-fermenters strains were investigated; of these, 31 (88, 57%) strains were correctly identified tot the species level and 3 (8, 57%) strains were not identified and 1 strain (2, 86%) misidentified. 
The direct-identification reporting time of VITEK2 was 5 hours (Enterobacteriaceae) till 6 hours (non-fermenters). The direct- antimicrobial susceptibility testing reporting time of VITEK®2 was 9 hours (Enterobacteriaceae) till 14 hours (non-fermenters).

Direct testing (Enterobacteriaceae) of susceptibility to 10 antibiotics, i.e., amikacin, amoxicillin, amoxicilin/CA, cefotaxime, ceftazidime, ciprofloxacin, gentamicin, imipenem, trimethoprim and trimethoprim/sulfa, was also performed by using Neo-Sensitabs (Neo-SensitabsTM) and MIC break-points as recommended by the Dutch CRG. After comparing the MIC’s of the VITEK®2 system with those obtained by the standard method, it was determined that the 1445 organism-antibiotic combination had an overall correct rate of 93, 85% (1356 combinations). The rates of susceptibility to the 10 antibiotics ranged from 76,76% to 99,31%, respectively. The reporting time for the direct testing susceptibility against the 10 antibiotics for 145 blood culture isolates by the VITEK®2 system ranged from 4¾ to 16½ hour. Direct testing (non-fermeneters) of susceptibility to 9 antibiotics, i.e., amikacin, ceftazidime, ciprofloxacin, imipenem, meropenem, piperacillin, piperacillin/tazobactam, tobramycin and trimethoprim/sulfa was also performed. After comparing the MIC’s it was determined that the 270 organism-antibiotic combination had an overall correct rate of 86, 50% (233 combinations). The rates of susceptibility to the 9 antibiotics ranged from 65,52% to 96,67%, respectively. The reporting time for the direct testing susceptibility against the 9 antibiotics for 31 blood culture isolates by the VITEK®2 system ranged from 11¼ to 16¼hour. Compared with the conventional method that requires 1 or 2 days, this method can make same-day reporting possible and thus permit better patient management. 
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Hoofdstuk 1. Inleiding

1.1 Inleiding van het onderzoek

Dit onderzoek gaat over snellere determinatie en resistentiebepaling van Enterobacteriaceae en non-fermenters uit positieve bloedkweken. Het onderzoek is uitgevoerd op de afdeling Medische Microbiologie in het Academisch Medisch Centrum (AMC) te Amsterdam.

Het onderzoek is voortgekomen uit de vraag: “ Bestaat er een beter en sneller systeem voor het determineren, en verkrijgen van een resistentiebepaling, van Enterobacteriaceae en non-fermenters uit positieve bloedkweken?” 

Deze vraag is ontstaan omdat de huidige methode die het laboratorium nu gebruikt veel tijd kost. Het kost echter veel tijd om resultaten te verkrijgen. Het verkorten van de tijd van microbiologische analyses, door middel van een geautomatiseerd systeem voor identificatie en resistentiebepaling, leid tot een significante reductie van morbiditeit, mortaliteit en kosten.
Door middel van het BacT/ALERT systeem (automatisch bloedkweek systeem) wordt de tijd al geminimaliseerd. Een ander manier om tijd te besparen kan dus inoculatie van een geautomatiseerd systeem (VITEK®2) zijn, direct uit positieve bloedkweekflessen. Bij de huidige methode (‘gouden standaard’) moet men voor de bloedkweek een incubatieperiode van 18 tot 24 uur afwachten. Na het positief worden van een bloedkweek duurt het dus circa 24 uur voordat men een indicatie heeft welk micro-organisme het betreft. Aan de hand van deze kweekuitslagen kan men pas starten met gerichte therapie. Een snellere determinatie en liefst ook resistentiebepaling zouden van invloed kunnen zijn op de therapie van de patiënt. 
Om dit te verbeteren is er een nieuw systeem met het huidige systeem vergeleken. Het nieuwe systeem dat getest is in dit onderzoek is: 
Inoculatie van het VITEK2 systeem direct uit positieve BacT/ALERT® bloedkweekflessen met daarin Gram-negatieve staven. De ‘gouden standaard’ is hierbij meegenomen als vergelijkingsmateriaal.
Het doel van dit onderzoek is: het vergelijken van het huidige systeem (‘gouden standaard’) met het nieuwe systeem (VITEK2 + gelbuis), om uiteindelijk een snellere en juiste determinatie en resistentiebepaling te verkrijgen voor significante reductie van morbiditeit, mortaliteit en kosten. 
De volgende aspecten zijn bestudeerd:

· Identificatie (nauwkeurigheid)
· Resistentiebepaling (nauwkeurigheid)
· Tijdsduur tot resultaat (respectievelijk determinatie en resistentie)

· Hands-on tijd per bepaling

· Kosten per bepaling

In dit onderzoek zijn 235 bloedkweken geinoculeerd.
1.2 Bloed
1.2.1
Inleiding

Bloed circuleert door het lichaam in een gesloten geheel van hart en bloedvaten, het cardiovasculaire stelsel. De circulatie van het bloed door het cardiovasculaire stelsel is essentieel voor de aanvoer van zuurstof en voedingsstoffen naar weefsel en organen en voor de afvoer van de afvalstoffen. Het bloed neemt alle benodigde nutriënten en mineralen op uit de darmen en zuurstof uit de longen. Het bloed transporteert de opgenomen voedingsstoffen vervolgens naar de cellen van alle desbetreffende organen. Omgekeerd neemt het bloed ook de afbraakproducten, koolstofdioxide en warmte, in de weefsels op om deze naar de verschillende uitscheidingsorganen af te voeren. In bloed bevinden zich tevens cellulaire en humorale afweermechanismen zoals het complementsysteem en antistoffen. Indien nodig kunnen deze overal onmiddellijk worden ingezet tegen lichaamvreemde stoffen en micro-organismen. (1,4)
1.2.2 Intravasale infecties

In principe is bloed steriel en bevat het cardiovasculaire stelsel geen micro-organismen. Micro-organismen kunnen het cardiovasculaire stelsel binnendringen door plaatselijk geopende vaten of verzwakte capillaire vaatwanden. Infecties waarbij bacteriën de bloedbaan invaderen behoren tot de belangrijkste infecties bij patiënten opgenomen in ziekenhuizen. Als een dergelijke episode spontaan voorbij gaat, bijvoorbeeld na een ingreep in besmet gebied, wordt gesproken van een bacteriëmie. Bij een bacteriëmie is de afweer van de patiënt zelf in staat de micro-organismen en de toxische producten uit de bloedbaan te verwijderen. De betreffende persoon merkt hier weinig van. De term bacteriëmie blijkt in de kliniek doorgaans voorbehouden voor gevallen waarbij er geen indrukwekkende klinische symptomen met zich meebrengt. 
Dagelijks zijn kortdurend micro-organismen aanwezig in het bloed, bijvoorbeeld uit de mondholte na het tandenpoetsen of uit het colon na defecatie. De kortdurende periode van bacteriëmie wordt transiënt genoemd, omdat na enkele minuten de bacteriën door het afweersysteem zijn geklaard en het bloed weer vrij is van bacteriën. 
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Medische onderzoeken en ingrepen waardoor het slijmvlies wordt beschadigd kunnen resulteren in transiënte bacteriëmie (tabel1). Een andere oorzaak van de aanwezigheid van bacteriën in de bloedbaan is een bestaande infectie in weefsels of organen. Vanuit de infectiehaard bereiken bacteriën via lymfogene afvoer de bloedbaan en kan, indien het een bacteriële infectie betreft, secundair een bacteriëmie ontstaan. Urineweg- en luchtweginfecties zijn dikwijls de port d’entrée voor een bacteriëmie. Infecties van het cardiovasculaire stelsel worden intravasale infecties genoemd. (figuur1). Intravasale infecties kunnen het gevolg zijn van een beschadiging van het capillaire bed in weefsel of endotheel van het hart of bloedvaten. Bacteriën, en veelal transiënt aanwezig in de circulatie, kunnen ter plaatse aan de beschadiging hechten en uitgroeien. Als het endotheel van hart en bloedvaten beschadigd is, kunnen daar circulerende bacteriën op de binnenzijde van het hart of van een bloedvat hechten en gaan groeien. Endocarditis is een primaire intravasale infectie die zich bevindt op het endotheel van het hart, het endocardium. Endarteriitis is een infectie die zich ontwikkeld op het endotheel van een arterie. Een infectie van een vene wordt aangeduid als purulente (thrombo)phlebitis. Ook geïmplanteerde biomaterialen, bijvoorbeeld een kunsthartklep of een in de bloedbaan aangebrachte kunststof katheter, waarop zich gemakkelijk bacteriën kunnen koloniseren, zijn vaak de oorzaak van intravasale infecties. Wanneer bacteriën effectief uit de bloedbaan verwijderd worden (‘clearance’), zullen er geen indrukwekkende klinische verschijnselen ontstaan. Indien de klaring ineffectief is, ontstaan er klinische verschijnselen en is er sprake van een sepsis (figuur 1). (1,4,5)
Figuur 1: intravasale infectie; bronnen van 
waaruit bacteriën in de bloedbaan komen 
1.3 Sepsis
1.3.1 Inleiding

Als de bacteriëmie overgaat in sepsis, is er sprake van significante vermeerdering van micro-organismen in de bloedbaan en is er een gegeneraliseerde reactie op de aanwezigheid van bacteriën en/of hun toxinen of ontstekingsmediatoren (eiwitten) in de bloedbaan. In die situatie kan uitstel van adequate therapie leiden tot ernstige ziekte, of zelfs tot de dood. (1,4,5)
1.3.2 Symptomatologie 
Het begrip sepsis werd begin jaren negentig beter gedefinieerd met onderkenning van een continuüm van ernst, toenemend van ‘sepsis syndroom’, ’ernstige sepsis’ tot ‘septische shock’. Tot voor kort werden septische verschijnselen toegeschreven aan de aanwezigheid van bacteriën, van microbiële bestandsdelen of van toxische producten in de bloedbaan: een bloedvergiftiging. De klassieke eerste symptomen van sepsis zijn een plotseling begin, met koude rillingen en hoge koorts (temperatuur hoger dan 38 °C of lager dan 36 °C), versnelde ademhaling (tachycardie; hartslag hoger dan 90 per minuut), versnelde hartactie (tachypneu; ademhalingsfrequentie hoger dan 20 per minuut), verminderde urineproductie en een zekere mate van bewustzijnsdaling. (6,7, 18):
Tegenwoordig worden bovengenoemde verschijnselen aangeduid als klinische manifestatie van een gegeneraliseerd ontstekingsproces, gedefinieerd als SIRS. (=systemic inflammatory response syndrome). Een voorwaarde voor sepsis is de aanwezigheid van SIRS. Er is sprake van SIRS als aan meer dan twee van de volgende criteria voldaan (6,7):
· (hoge) koorts; temperatuur hoger dan 38°C of lager dan 36°C
· Tachycardie; hartslag hoger dan 90 per minuut

· Tachypneu; ademhalingsfrequentie hoger dan 20 per minuut

· Witte bloedcellen: meer dan 12.000 of minder dan 4.000 per kubieke mm of meer dan 10% staafkernige witte bloedcellen.
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SIRS kan bij infecties ontbreken, zelfs bij de aanwezigheid van bacteriën in de bloedbaan. Daar tegenover staat dat patiënten die met antimicrobiële middelen worden behandeld, waardoor de bacteriën die de infectie veroorzaakte gedood is, nog wel tekenen van SIRS kunnen vertonen door de aanwezigheid van bacteriële bestanddelen.

Figuur 2: de relatie tussen oorzaken van het SIRS (systemische inflammatoire -responssyndroom) en sepsis
De verschijnselen van SIRS zijn het gevolg van de activatie van endotheelcellen van de bloedvaten, de reticulo-endotheliale cellen in milt en lever en alveolaire macrofagen in de longen. De activatie leidt tot de productie van ontstekingsmediatoren en stollingsfactoren, kan teweeggebracht worden door in de bloedbaan circulerende bacteriën, maar ook door microbiële bestandsdelen (toxinen) en pro- inflammatoire ontstekingsmediatoren die vanuit geïnfecteerde of getraumatiseerde weefsels in de bloedbaan terecht kunnen komen. Heeft een patiënt een SIRS-reactie waarbij afwijkingen en stoornissen van diverse organen ontstaan, dan is er sprake van een ernstige sepsis en kan een septische shock optreden. Bij een septische shock is er sprake van aanhoudende lage bloeddruk en schiet de bloedcirculatie te kort en ontstaat een insufficiënte zuurstofvoorziening van de weefsels. Dit tast het functioneren van de organen aan waardoor deze beschadigd raken met als gevolg; MOF ( multiple organ failure) of MODS (multiple organ dysfunction syndrome). Dit syndroom wordt gekenmerkt door functionele stoornissen van vele organen, vooral bloedvatenstelsel, nieren en longen. Soms is de beschadiging van tijdelijke aard, vooral als er tijdig wordt ingegrepen en de toevoer van zuurstof snel wordt hersteld. Helaas kan de orgaanbeschadiging ook definitief worden en dat kan uiteindelijk leiden tot de dood. (7,8)
1.3.3 Pathogenese

Sepsis wordt meestal veroorzaakt door bacteriën. De belangrijkste bacteriële verwekkers zijn weergeven in tabel 1 (bijlage 1). Een deel van deze bacteriën is altijd in of op de mens aanwezig als onderdeel van de normale bacteriële flora van huid, slijmvliezen en darmen. Andere soorten circuleren vrij in de omgeving. Vrijwel alle bacteriën kunnen een ontstekingsreactie veroorzaken. Het vermogen om een infectie te veroorzaken (virulentie) en de omstandigheden (gastheercondities) waarin zij sepsis kunnen veroorzaken, verschillen sterk. Er zijn grofweg twee vormen van sepsis te onderscheiden:
· Sepsis door pathogene bacteriën bij tevoren gezonde mensen

· Sepsis door opportunistische bacteriën als complicatie van zieke, trauma’s en (be)handelingen.
In ontwikkelde landen als Nederland zijn de meeste gevallen van sepsis van de tweede vorm. De opportunistische bacteriën zijn bacteriën die zich op huid, slijmvliezen of in de darm bevinden. 
Sepsis ontstaat niet spontaan maar heeft een onderliggende oorzaak en/of bron van waaruit de sepsis zich ontwikkeld. Sepsis kan optreden als complicatie van ziekten, trauma’s en (be)handelingen. Voorop staat dat de normale afweer tekortschiet. De belangrijkste determinanten voor opportunistische infecties zijn uitgebreide verwonding, verbranding, verstopping van holle organen (door nierstenen, galstenen) darmaandoeningen, en ernstige ziekten zoals aangeboren en verworven immunodeficiënties, kanker, levercirrose, niersufficiëntie, COPD en diabetes mellitus. Risicovol zijn ook invasief medisch-technische handelingen waardoor de natuurlijke barrière van het lichaam wordt doorbroken. Voorbeelden hiervan zijn chirurgische ingrepen en het plaatsen van kunststoffen en metalen in het lichaam (zoals intravasale katheters, prothesen, urinekatheters en beademingstubes). Ook medicijnen kunnen een rol spelen. Voorbeelden zijn cytostatica en corticosteroïden, en soms antibiotica die het natuurlijke evenwicht van de eigen flora verstoren. 
Voor alle infecties geldt dat sepsis eerder plaatsvindt als de patiënt geen of beperkte specifieke afweer heeft tegen de betrokken bacterie, slechte algemene conditie heeft en als de lokale infectie uitgebreid en invasief is. Er zijn relaties tussen leeftijd en het voorkomen van bepaalde determinanten. Zo is de onrijpheid van het afweer- en immuunsysteem een kenmerk van te vroeg geborenen. En in de eerste levensjaren ontbreekt specifieke immuniteit tegen pathogene micro-organismen die in de bevolking circuleren. De specifieke immuniteit neemt toe met de leeftijd. Verstoring van de afweer, als gevolg van ernstige ziekte, trauma en behandeling kan op alle leeftijden voorkomen, maar neemt toe met de leeftijd. Dit is af te leiden uit het feit dat sepsis in ons land vooral bij zeer jonge kinderen en ouderen voorkomt, dat de aandoening vaker als nevendiagnose dan als hoofddiagnose wordt geregistreerd, en vaker als secundaire doodsoorzaak dan als primaire doodsoorzaak. (13)
1.3.4 Diagnostiek
Op basis van de klinische verschijnselen wordt de diagnose gesteld. Aanvullend wordt microbiologisch onderzoek gedaan om de verwekker te identificeren en te onderzoeken op gevoeligheid voor anti-microbiële middelen. De meest gebruikte methode is de bloedkweek. (1)
1.3.5 Afnemen van bloed

De verwekker van sepsis wordt geïsoleerd door middel van een bloedkweek. Bij het afnemen van bloedkweken dient men met een aantal factoren rekening te worden gehouden. Het beste kan men een bloedkweek afnemen wanneer de temperatuur oploopt of zo snel mogelijk erna. In de praktijk wordt de bloedkweek afgenomen bij hoge koorts, in het bijzonder bij koude rillingen. Overigens is de temperatuur niet uitsluitend maatgevend als indicatie voor het afnemen van een bloedkweek. Soms heeft een patiënt hoge koorts vanwege andere oorzaken. Ook postoperatief kan een patiënt een verhoogde temperatuur hebben (resorptiekoorts). Bij neonaten of oudere patiënten is de temperatuur vaak niet verhoogd. Bij verdenking op sepsis wordt door de behandeld arts bij deze patiënten vaak gebaseerd op een acute verslechtering van het klinisch beeld zonder duidelijke aanwijsbare oorzaak.
Het is logisch bloedkweken af te nemen voordat met antibiotica wordt gestart. Wanneer een patiënt koorts houdt ondanks behandeling kan men echter gewoon bloedkweken afnemen met de gedachte dat bacteriën in een dergelijk geval door het antibioticumscherm heen breken.

Het aantal bacteriën in het bloed bij septische patiënten is laag en zijn niet altijd continue in het bloed aantoonbaar. Het is daarom logisch dat het percentage positieve bloedkweken toeneemt met de hoeveelheid afgenomen bloed. Daarom neemt men bij de patiënten als regel 2-3 bloedkweken bij een patiënt af op verschillende tijdstippen. Voor bloedkweken dient daarom tenminste 10 tot 20 ml bloed per keer te worden afgenomen. Bij neonaten en jonge kinderen kan volstaan met kleinere hoeveelheden. Het aantal bacteriën in het bloed bij kinderen met sepsis is vaak groter dan bij volwassenen.
Het bloed dient zo aseptisch mogelijk te worden afgenomen, zodat het bloed niet verontreinigt raakt met bacteriën van buitenaf. Meestal wordt het bloed hierbij over twee flesjes verdeeld, een voor aërobe en een voor anaërobe bacteriën. Het is belangrijk de voorgeschreven hoeveelheid bloed in de flesjes te spuiten. Te veel bloed verkleint de kans op succes door de bactericide werking van het bloed; te weinig bloed verkleint de kans op succes doordat minder micro-organismen aanwezig zijn.
De beënte flesjes moeten snel in een broedstoof (37°C) geplaatst worden, zodat eventuele bacteriën niet door temperatuurwisseling geschaad worden. (zie 1.5) (1)
1.3.6 Beloop van sepsis
Sepsis is een acute aandoening waarbij volledige bedlegerigheid en verzorging noodzakelijk is. Het beloop en de uitkomst van sepsis zijn zeer variabel. 
In circa 20-50% van de gevallen van sepsis ontstaat in een tijdbestek van minuten tot uren een sterke bloeddrukdaling (‘septische shock’). Tevens kunnen in een tijdbestek van uren tot dagen één of meerdere tekenen van orgaanfalen ontstaan: niersufficiëntie, leverstoornissen, longoedeem, sterke bewustzijnsdaling tot coma toe, of bloedingen door diffuse stollingen in de bloedvaten (MOF). Van de personen met een septische shock én MOF overlijdt op korte termijn gemiddeld 50%. Patiënten die een sepsis of septische shock overleven kunnen hieraan restverschijnselen overhouden. Dit zijn bijvoorbeeld gedeeltelijk of zelfs volledig nierfalen, longfunctieverlies, blijvende beschadiging door bloedingen (bijvoorbeeld in de hersenen). Ook bestaat er een risico dat patiënten gehandicapt raken, doordat ledematen afsterven als gevolg van stolling in bloedvaten en deze moeten dan worden geamputeerd. Bij patiënten die sepsis overleven is de kwaliteit van leven vaak aanzienlijk verminderd. Onbehandeld strekt het beloop van sepsis zich uit over één tot meerdere dagen. Daarna is de infectie overwonnen of de patiënt is overleden. (17)
1.3.7 Therapie
Patiënten met sepsis zijn acuut en ernstig ziek en worden in het ziekenhuis opgenomen en vervolgens behandeld. Patiënten met septische shock verkeren in acuut levensgevaar en moeten op een intensive care afdeling behandeld worden. 
Omdat adequate anti-microbiële behandeling van patiënten met shock van levensbelang kan zijn, is het belangrijk dat de bloedkweken worden afgenomen voordat met blinde of empirische anti-microbiële behandeling wordt begonnen. De anti-microbiële gevoeligheid van de verwekker is bij het afnemen van de bloedkweken onbekend. Gezien de acute levensbedreigende situatie kan de anti-microbiële behandeling vaak niet wachten op het resultaat van de bloedkweken en wordt begonnen met een empirische, initiële of blinde behandeling met zogeheten breedspectrumantibiotica. Breedspectrumantibiotica zijn effectief tegen de meest waarschijnlijke bacteriële verwekkers van de sepsis. Als de verwekker geïsoleerd is en het anti-microbiële gevoeligheidspatroon ervan bekend is, kan een gerichte specifieke anti-microbiële therapie gestart worden met smalspectrumantibiotica. Het is aangetoond dat adequaat ingestelde antibiotische behandeling de kans op overleving vergroot. 
Detectie en adequate behandeling (eventueel chirurgisch) van een plaatselijke infectie die de sepsis veroorzaakt, is van groot belang. In geval van septische shock moet de bloedcirculatie ondersteund worden door intraveneuze toediening van vloeistoffen. Indien nodig moet behandeld worden met bloeddrukverhogende medicatie. In geval van aanhoudende niersufficiëntie is behandeling met een kunstnier aangewezen en in geval van longoedeem is kunstmatige beademing nodig. (9)
1.3.8 Incidentie en prevalentie
Het aantal ziekenhuisopnamen is een goede indicator voor het voorkomen van sepsis. Vrijwel alle mensen met sepsis worden namelijk opgenomen in het ziekenhuis. Sepsis als hoofddiagnose van ziekenhuisopnamen betreft gevallen die buiten het ziekenhuis zijn ontstaan en aanleiding gaven tot opname. Sepsis als nevendiagnose duidt op nosocomiale sepsis. Dit is een sepsis die is ontstaan in het ziekenhuis als complicatie van een onderliggende aandoening of behandeling daarvan.
Het jaarlijkse aantal patiënten in het ziekenhuis met sepsis als hoofd- of nevendiagnose is in de periode 1980-1996 sterk gestegen en meer dan verdubbeld. De stijging tussen 1990 en 1996 was het sterkst. De stijging deed zich in alle leeftijdsklassen voor. In de periode 1996-2000 is er geen verdere toename geweest (zie figuur 3 ). In het jaar 2000 werd bij ruim 9.000 personen sepsis vastgesteld (5.068 mannen en 4.109 vrouwen). 
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Figuur 3: Incidentie van sepsis als het aantal ziekenhuisopnamen met hoofd- en nevendiagnose, in de periode 1980-2000; gestandaardiseerd naar de bevolking van Nederland in 1990 en geïndexeerd (Bron: LMR).
(
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Figuur 4: Incidentie van sepsis als het aantal ziekenhuisopname met sepsis als hoofd- en nevendiagnose (per 1.000 in de bevolking), naar leeftijd en geslacht in 2000 (
De toename is gedeeltelijk het gevolg van een toename op het gebied van het medisch kunnen. Bij invasieve medische handelingen en immuun-onderdrukkende medicatie is er een vergrote kans dat sepsis als complicatie ontstaat. Wellicht speelt het een rol dat verwekkers van sepsis resistenter worden tegen antibiotica. Op basis van demografische ontwikkelingen (dubbele vergrijzing) is de verwachting dat het absoluut aantal ziekenhuisopnamen met sepsis als hoofd- of nevendiagnose tussen 2000 en 2020 met 34% zal stijgen. De incidentie van sepsis als hoofddiagnose was in 2000 17 per 100.000 mannen en 15 per 100.000 vrouwen. De incidentie van sepsis als nevendiagnose was 47 per 100.000 mannen en 37 per 100.000 vrouwen. De leeftijdsverdeling laat zien dat sepsis vooraal optreedt bij kinderen jonger dan 1 jaar en bij personen van 60 jaar en ouder.
1.3.9 Sterfte
Het is opmerkelijk dat de sterfte met sepsis als primaire doodsoorzaak na 1996 is blijven stijgen terwijl het aantal gevallen van sepsis in ziekenhuizen na die tijd niet verder is gestegen. De sterfte ten gevolgen van een sepsis als primaire doodsoorzaak is in de periode 1980- 2000 meer dan verdrievoudigd. 

In 2000 stierven 448 vrouwen en 376 met sepsis als primaire doodsoorzaak en 1.894 vrouwen en 1.788 mannen met sepsis als secundaire doodsoorzaak. (CBS Doodsoorzakenstatistiek). De sterfte aan sepsis is vooral op oudere leeftijd hoog ( zie figuur 5 ) Onder 0-jarige is de sterfte ook verhoogd, maar niet zo extreem als de incidentie van sepsis in ziekenhuizen.
In 2000 overleed ruim een kwart (26,1% van de mannen, 27,9% van de vrouwen) van de opgenomen patiënten met sepsis, in het ziekenhuis. 
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Figuur 5: Sterfte aan sepsis) naar leeftijd en geslacht in 2000; primaire en secundaire doodsoorzaak
(Bron:CBS Doodsoorzakenstatistiek)
1.4 Gram-negatieve staven 

1.4.1 Inleiding 

Gram-negatieve staven ( Enterobacteriaceae en Pseudomonadaceae ) zijn nog steeds de belangrijkste verwekkers van sepsis. Bij 30% van de patiënten met sepsis die ontstaan buiten het ziekenhuis is Escherichia coli de verwekker, meestal (60 tot 80%) in aansluiting aan een urineweginfectie (urosepsis) of infecties van de galwegen. (1)
1.4.2
Enterobacteriaceae 
1.4.2.1 Taxonomie
De taxonomie van de familie Enterobacteriaceae vertoonde tot voor kort altijd een vrij verwarrend beeld. Recente ontwikkelingen in DNA-onderzoek, biochemische- en antigene kenmerken hebben meer duidelijkheid gebracht in de nomenclatuur en classificatie. Hierdoor is het aantal geslachten binnen de familie de laatste jaren sterk uitgebreid. 
1.4.2.2 Habitat en overdracht

Enterobacteriaceae komen voor in de ingewanden van mens en dier, soms als commensalen, soms als parasieten. Andere soorten zijn parasieten op planten, de overige zijn saprofieten en vaak rottingsbacteriën. Het merendeel van de besmettingen vindt plaats via consumptie van besmet water en voedsel of hebben een endogene oorsprong.
1.4.2.3 Klinische betekenis

Enterobacteriaceae maken deel uit van intestinale flora bij mensen. Ze hebben zich daar gevestigd zonder ziekteverwekkend te zijn. Buiten hun biotoop (natuurlijke verblijfplaats) kunnen Enterobacteriaceae vaak ziekteverwekkend. Bijna de helft van alle klinisch relevante isolaties in een microbiologisch laboratorium behoren tot leden van Enterobacteriaceae. 
Men kan Enterobacteriaceae isoleren uit materiaal dat afkomstig is van nagenoeg alle lichaamsdelen. Dit komt vooral voor bij in het ziekenhuis opgenomen patiënten die met anti-microbiële en immunosuppressieve middelen worden behandeld en mogelijk daardoor een verminderde weerstand tegen infecties hebben. 
1.4.2.4 Morfologie

Enterobacteriaceae zijn Gram-negatieve staven. Sommige soorten hebben een kapsel. Binnen de familie komen zowel beweeglijke, deze beschikken over peritriche flagellen (zweepdraden), als onbeweeglijke soorten voor. Ze vormen geen sporen. 
Morfologisch vertonen ze veel overeenkomsten met elkaar. Daarom is het onmogelijk de verschillende soorten of geslachten met behulp van Gramkleuring of de morfologie van de kolonies op voedingsbodems te identificeren. 
1.4.2.5 Kweek
Enterobacteriaceae groeien goed op algemene voedingsbodems zoals bloedagar. Voor primaire isolaties wordt vaak gebruik gemaakt van selectieve voedingsbodems (SS agar, MacConkey agar) en ophopingsmedia (Rappaport medium).
1.4.2.6 Biochemische eigenschappen
De classificatie van de Enterobacteriaceae is in het laboratorium hoofdzakelijk gebaseerd op de aan- of afwezigheid van enzymen. Elke soort bacterie heeft een erfelijk vastgelegd patroon van specifieke enzymen die ze kan produceren in het stofwisselingsproces. Enzymen kan men niet in een micro-organisme waarnemen. De enzymreacties kan men zichtbaar maken door het aanbieden van geschikte voedingsbodems waarmee men een dergelijke reactie kan aantonen. De producten, die bij deze reacties gevormd worden, veranderen dikwijls de zuurgraad van het milieu die wel visueel waarneembaar is, doordat aan de voedingsbodems een indicator samen met een bijpassend substraat wordt toegevoegd. Aan de eventuele omzetting van het substraat en de daaruit voortvloeiende milieuverandering (pH) kan men de aan- of afwezigheid van enzymen als erfelijke eigenschap van de bacteriesoort herkennen. Door nu een hele reeks onderling verschillende voedingsbodems te beënten met de te onderzoeken bacteriesoort kan men na incubatie veel over de biochemische of enzymatische ‘vingerafdruk’ te weten komen
(bonte/lange rij). Dit specifiek patroon associeert met een bepaalde stam. Voor het vaststellen van de identiteit van Enterobacteriaceae heeft men een vrij groot aantal biochemische reacties nodig. Op enkele uitzonderingen na vertonen alle Enterobacteriaceae de volgende kenmerken:
· Glucose wordt door Enterobacteriaceae per definitie fermentatief omgezet, dat wil zeggen anaëroob afgebroken. Bij dit proces wordt eerst pyruvaat gevormd, waaruit ten slotte verschillende organische zuren (boterzuur, mierenzuur) als eindproduct ontstaan, met of zonder gasproductie.
· Nitraat wordt gereduceerd tot nitriet. Vrijwel alle Enterobacteriaceae die nitraat reduceren, beschikken over de capaciteit om zuurstof aan nitraat te onttrekken, zodat nitriet en andere reactieproducten worden gevormd. Uitzonderingen zijn Pantoea agglomerans en Yersinia entercolitica. 
· Enterobacteriaceae beschikken niet over het enzym cytochroomoxidase.
· Enterobacteriaceae beschikken over het enzym katalase, waardoor waterstofperoxide in water en zuurstof gesplitst wordt. Uitzondering: Shigella dysenteriae-stammen die behoren tot het serotype 1.

Er zijn veel soorten en typen Enterobacteriaceae, die soms moeilijk van elkaar zijn te onderscheiden door het voorkomen van allerlei overgangsvormen. De familie is ingedeeld in 5 stammen (tribus).
1.4.3
Non-fermentatieve Gram-negatieve staven.

1.4.3.1 Inleiding

Non-fermentatieve Gram-negatieve staven (NFGNS) of ‘non-fermenters’ vormen een groep aërobe, niet-sporenvormende Gram-negatieve staven. Non-fermenters hebben als kenmerk dat ze niet in staat zijn koolhydraten fermentatief af te breken. (1)
1.4.3.2 Taxonomie

In de taxonomie van de non-fermenters werd gedurende het laatste decennium een zekere stabiliteit bereikt. Voorheen werden bacteriesoorten tussen geslachten heen en weer geschoven, in andere klassen ondergebracht en werden er nieuwe namen aangegeven. 
1.4.3.3 Habitat en overdracht
Over het algemeen zijn non-fermenters saprofieten, leven op planten en in de bodem en maken in vele gevallen uit van de commensale lichaamsflora van de mens. In een vochtige omgeving kan dit geslacht zeer lang in leven blijven en zich vermenigvuldigen, bijvoorbeeld in badkamers, patiëntenkamers of op nat instrumentarium.
1.4.3.4 Klinische betekenis

In het verleden heeft de onzekerheid over het al dan niet pathogeen zijn van de non-fermenters ertoe bijgedragen dat er weinig aandacht aan de identificatie werd besteed. Zo werd een aantal non-fermenters tot voor kort als niet-pathogene commensalen beschouwd. Non-fermenters vormen een bedreiging voor verzwakte patiënten hoewel zij doorgaans een relatief lage graad van virulentie hebben. NFGNS infecteren patiënten als gevolg van een behandeling met geneesmiddelen (antibiotica, cytostatica e.d.), met instrumenten (catheterisatie, beademing) of na een chirurgische ingreep. Zij kunnen als zodanig ziekenhuisinfecties veroorzaken. Ongeveer 15% van alle Gram- negatieve staven die bij patiënten uit allerlei klinische materialen worden gekweekt behoren tot de non-fermenters. 
1.4.3.5Morfologie

NFGNS zijn niet-sporevormende Gram-negatieve staven. Het kunnen rechte of licht gebogen slanke staven (Pseudomonas, Burkholderia) zijn of kokkobacillaire Gram-negatieve staafjes (Acinetobacter). Non-fermenters kunnen beweeglijk zijn via polaire, mono- of multitriche flagellen of geheel onbeweeglijk.
1.4.3.6 Kweek

Primaire media om non-fermenters te kweken zijn meestal bloedagar en een selectieve voedingsbodem voor de Enterobacteriaceae. De meeste non-fermenters groeien goed bij 37 graden Celsius. Andere groeien beter bij een lagere temperatuur van 18-22 of 30 graden Celsius.
1.4.3.7 Biochemische eigenschappen

Om non-fermenters te identificeren maakt men gebruik van een aparte serie biochemische eigenschappen, andere dan de Enterobacteriaceae. De vier hoofdkenmerken van non-fermenters zijn:
· Oxidase-positieve Gram-negatieve staven kunnen non-fermenters zijn. Echter niet alle non-fermenters zijn echter oxidase-positief, maar Gram-negatieve staven die oxidase-positief zijn behoren in ieder geval niet tot de Enterobacteriaceae.
· Men heeft waarschijnlijk met een non-fermenter te maken, indien er geen zuur wordt gevormd in een koolhydraatbevattend en van de lucht afgesloten medium waarin de bacterie is geënt. 
· Alle Enterobacteriaceae reduceren nitraat tot nitriet. Een Gram-negatieve staaf die deze eigenschap niet bezit, kan tot de groep van de non-fermenters behoren. 
· Gram-negatieve staven die wel op bloedagar maar niet op MacConkey-agar groeien, zouden tot de non-fermenters kunnen behoren.
1.5 De gebruikte determinatie technieken
1.5.1 Inleiding
Op de verpleegafdeling of op de polikliniek wordt bloed afgenomen en hiermee worden de bloedkweekflessen gevuld waarna ze op de afdeling medische microbiologie in een stoof van het BacT/ALERT worden gezet. 
Het BacT/ALERT-systeem bestaat uit meerdere stoven op het laboratorium die gekoppeld zijn aan BACZIS, patiëntengegevenssysteem, via Labtrain. De BacT/ALERT gebruikt kweekflesjes met een vloeibaar medium om de groei van banale micro-organismen aan te tonen in bloed en andere steriel materialen. Aan deze vloeistof is koolstof toegevoegd voor de absorptie van antibiotica en/of toxische stoffen die in het bloed aanwezig zijn. In het AMC worden op de afdeling Medische Microbiologie twee soorten flessen gebruikt. Een fles met een groene ring (FA fles) aan de bovenkant heeft een aëroob milieu en de fles met een oranje ring (FN fles) aan de bovenkant heeft een anaëroob milieu. Als er micro-organismen aanwezig zijn in het mondster wordt CO2 geproduceerd waardoor de kleur van de sensor in de bodem van de fles, van groen naar geel, verandert. Een LED projecteert licht op de sensor. Het teruggekaatste licht wordt gemeten door de fotodetector. Hoe meer CO2 wordt geproduceerd, hoe meer licht wordt teruggekaatst. Deze informatie wordt vergeleken met de eerste meting; een zogenaamde nul-meting. De BacT/ALERT voert elke 10 minuten een meting uit en aan de hand van een aantal algoritmen wordt er bepaald of er groei heeft plaatsgevonden. Op elke fles zit een barcode, die door de gebruiker wordt ingelezen in de BacT/ALERT-computer. De BacT/ALERT koppelt deze aan de ingevoerde patiëntengegevens en het monsternummer en herkent zo ook om wat voor fles het gaat. 
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In figuur 6 is te zien hoe de BacT/ALERT meet of een fles positief is geworden; hierbij wordt gekeken of de waarde een vooraf ingestelde waarde overschrijdt. Indien dit het geval is wordt de fles als positief afgegeven. Indien er dan geen bacterie groei is opgemerkt is, zal de bloedkweek, na zeven dagen, als negatief worden afgegeven. Wanneer bacterie groei wel wordt opgemerkt, wordt dit met het resultaat van de Gramkleuring direct aan de behandelende arts doorgegeven. 
Figuur 6: werking van het BacT/ALERT
Voor de determinatie van Enterobacteriaceae en non-fermenters uit positieve bloedkweekflessen zijn er twee verschillende methoden getest, de ‘gouden standaard’ en de nieuwe methode; directe inoculatie van het VITEK®2 systeem met een suspensie verkregen door middel van een gelbuis (BD Vacutainer SSTTM II Advance) uit positieve bloedkweekflessen.
1.5.2 Determinatie Gram-negatieve staven m.b.v. ‘gouden standaard’ 

De ‘gouden standaard’ determinatie van Enterobacteriaceae en non-fermenters uit positieve bloedkweken bestaat uit het maken van een Grampreparaat, inzetten van een kweek, biochemische testen (lange rij) en een gevoeligheidsbepaling.
1.5.2.1 Het Grampreparaat
De Gramkleuring wordt gebruikt om onderscheid te maken tussen verschillende micro-organismen op basis van Gramreactie, grootte, vorm en onderlinge ligging. Door verschillen in de structuur van de celwand kan met behulp van de Gramkleuring onderscheid gemaakt worden tussen twee groepen bacteriën: zogenaamde Gram-positieve en Gram-negatieve bacteriën. De celwand van Gram-positieve bacteriën bestaat uit meerdere lagen structuur van peptidoglycaan en teïchoinezuur dat met een sterke verbinding aan het peptidoglycaan gehecht is. De celwand laat kleurstoffen als kristalviolet en lugol door die samen een complex vormen. Vervolgens wordt ethanol 96% aangebracht, dat de celwand doet samenkrimpen waardoor het paargekleurde kristalviolet-lugol complex er niet meer uitgespoeld kan worden. Gram-negatieve bacteriën hebben een veel dunnere peptidoglycaanlaag, waardoor ethanol 96% wel de cel kan binnendringen en het kleurstofcomplex wegspoelt. De ontkleurde Gram-negatieve bacteriën worden vervolgens 1 minuut nagekleurd met roséroodgekleurde basische fuchsine. Gram-positieve bacteriën houden hun dieppaarse/blauwe kleur en Gram-negatieve bacteriën kleuren rozerood aan.
1.5.2.2 Kweek
De voedingsbodems worden gebruikt om de micro-organismen uit positieve bloedkweken te kweken om ze zo visueel te kunnen waarnemen en beoordelen. De bacteriën zullen nadat deze zijn aangebracht op de voedingsbodems gaan groeien en kunnen worden gebruikt voor verdere determinatie. 
1.5.2.3 Lange rij
Determineren van Enterobacteriaceae gebeurt door middel van een lange (bonte) rij. Deze determinatie wordt gebruikt om onderscheid te maken tussen verschillende genera en species Gram-negatieve staven behorende tot de familie Enterobacteriaceae. Een beperkt aantal, frequent infecties veroorzakende species zijn opgenomen in een verkort determinatieschema (bijlage II).
De lange rij is en reeks van 12 buizen samengesteld uit allemaal verschillende biochemische reacties. Na beënting veranderen de 12 testen gedurende de incubatie door metabolische omzetting van kleur, dat spontaan kan gaan of door middel van toevoeging van een reagens. Na circa 24 uur incubatie worden de reacties als positief (+) of als negatief (-) beoordeeld en worden de uitslagen genoteerd. De combinatie van de uitslag van de testen zal uitwijzen om welke Enterobacteriaceae species het gaat (bijlage II). Bij non-fermenters worden deze biochemische reacties ook ingezet. Bij het verwerken van positieve bloedkweken ( met slanke Gram-negatieve staven) wordt gebruik gemaakt van twee extra buizen (P en F medium). Bij non-fermenters wordt er tevens gebruik gemaakt van andere anti-microbiële middelen bij de gevoeligheidsbepaling.
1.5.2.4 Pyocyanine en Fluorescine medium

Om onderscheid te maken tussen Pseudomonas aeruginosa en andere non-fermenters wordt er gebruik gemaakt van P(yocyanine) en F(luorescine) medium. Het biochemische patroon van de mogelijke P. aeruginosa wordt nagegaan aan de hand van een aantal vaste testen. De combinatie van de uitslag van de testen zal uitwijzen of de geteste stam een P. aeruginosa of een andere non-fermenter is. Het Pyocyanine medium bevat magnesiumchloride en kaliumsulfaat welke de productie van pyocyanine stimuleren. Pyocyanine is visueel waarneembaar als een blauw pigment. Productie van dit pigment is een belangrijk kenmerk voor P. aeruginosa. Het fluorescine medium bevat magnesiumsulfaat en kaliumfosfaat. Beide stimuleren de productie van fluorescine. Fluorescineproductie is visueel waarneembaar als een geel pigment dat fluoresceert in UV licht. Ook de productie van fluorescine is een belangrijk kenmerk van onder andere P. aeruginosa.
1.5.2.5 Resistentiebepaling
De resistentiebepaling van bacteriën voor antibiotica wordt uitgevoerd volgens de agardiffusiemethode met tabletten. Deze tabletten bevatten anti-microbiële middelen en hebben allemaal een eigen code (zie bijlage I). Bij deze methode wordt een ISO-sensitest agar (14cm) met behulp van steriele wattendrager (swab) beënt met een inoculum van +/- 3.105 c.f.u. van de te testen stam. Hiervoor moeten de bacteriën egaal worden aangebracht, zodat na incubatie alle kolonies net tegen elkaar zijn gegroeid en er een bacteriedek over de hele plaat is gegroeid. Vervolgens worden op de agar verschillende tabletten met een bepaalde hoeveelheid antibioticum gelegd en word het geheel gedurende 18 uur bij 37°C geïncubeerd. Tijdens de groei van de bacteriën diffunderen de antibiotica vanuit de schijfjes in de agar en vormt er zich een geleidelijk veranderde gradiënt van concentraties rondom het antibioticaschijfje. Hoe dichter bij het schijfje, hoe hoger de concentratie van het antibioticum, hoe verder van het schijfje verwijderd, hoe lager de concentratie is. Op een bepaalde afstand van het schijfje wordt de concentratie van het antibioticum gelijk aan de MIC van de bacterie voor het antibioticum. MIC, ofwel de minimale inhibitie concentratie, is die concentratie van het antibioticum waarbij net geen groei meer mogelijk is. In het gebied tussen dat punt en het schijfje is er dus geen groei van de bacterie, daarbuiten wel. Dus hoe gevoeliger een bacterie is voor een bepaald antibioticum, hoe groter de groeiremmingszone zal zijn, en hoe ongevoeliger de bacterie, hoe kleiner de remmingszone. De diameter van de groeiremmingszone rondom een antibioticaschijfje blijkt dus omgekeerd evenredig te zijn met de MIC van een bacterie voor het antibioticum. De grootte van de remmingszone op zich geeft enige informatie over de gevoeligheid van een bacterie voor een bepaald antibioticum, maar zegt nog niets over de mogelijke therapeutische toepassing van dit antibioticum. 
Om betrouwbare en reproduceerbare resultaten te verkrijgen, moet aan een aantal voorwaarden voldaan worden (1):

· Het medium waarop de resistentiebepaling wordt uitgevoerd, moet gedefinieerd en constant van samenstelling zijn, en moet wat betreft de samenstelling, de fysiologische omstandigheden in humaan serum zo goed mogelijk benaderen 
· Het medium mag géén stoffen bevatten, die bepaalde antibiotica in hun werking belemmeren of onwerkzaam maken.

· De dikte van de voedingsbodem moet altijd hetzelfde zijn (+/- 4mm). Hoe dikker de plaat, hoe kleiner de remmingszone. 
· Het inoculum van de beënting moet zo zijn, dat na bebroeden een dusdanig bacteriedek ontstaat, waarbij de kolonies juist los van elkaar liggen. Hoe dikker het bacteriedek, hoe kleiner de groeiremmingszones!

1.5.3 Determinatie met behulp van VITEK®2 systeem
VITEK®2 is een apparaat voor geautomatiseerde identificatie en resistentiebepaling. De VITEK®2 is een analyser die middels fluorescentietechnologie (E.L.F.A.) een betrouwbare identificatie geeft van de klinisch meest relevante aërobe Gram-negatieve staven. Er wordt gebruikt gemaakt van algoritmen om een variëteit aan parameters en testcondities te beoordelen (geavanceerde gegevensanalyse) teneinde betrouwbare testresultaten te verkrijgen. Gecombineerd met het Advanced Expert System (AES), geeft de VITEK®2 een resultaat voor de AST (Antimicrobial Susceptibility Testing) en detectie van resistentie-mechanismen. De VITEK®2 is een geïntegreerd systeem dat de taken van monstervoorbereiding (doorverdunning), testkaartbeënting, groei en aflezen combineert. Er worden twee verschillende kaartsoorten gebruikt. Om micro-organismen te kunnen identificeren, wordt getest op het voorkomen van enzymatische reacties. Door het binden of loslaten van een fluorophore met een reagens wordt een af- of toename van pH geregistreerd waardoor de test als zijnde positief of negatief wordt geïnterpreteerd. In de gevoeligheidskaart zit een panel aan antibiotica. Per kaart zijn ongeveer 20 antibiotica aanwezig, verdeeld over 2 -, 3 - of 4 concentraties. Per antibioticagroep is een groeicontrole aanwezig. De groei van de bacteriën wordt gemeten en de meetgegevens gaan naar een geavanceerd rekenprogramma en worden vervolgens omgezet in een M.I.C. waarde. Deze waarde wordt geïnterpreteerd als S (susceptible), I (intermediate) of R (resistant). De anti-microbiële middelen die zijn getest; amikacin, augmentin (amoxicilline + clavulaanzuur), ampicillin, cefepime, cefotaxime, cefoxitin, ceftazidime, ceftriaxone, cefuroxime, ciprofloxacin, gentamicine, imipenem, meropenem, nitrofurantoin, norfloxacin, piperacilline, tazocin (piperacilline + tazobactam), tobramycine, trimethoprim en cotrimoxazol (trimethoprim + sulfoniamide).
De groei vindt plaats bij ca. 35°C in de carrousel van de analyser. De incubatietijd is minimaal 2 (identificatie) - tot maximaal 18 uur (gevoeligheidsbepaling). (19,20)
1.5.4 Genotypische determinatie

Wanneer het niet lukt om met conventionele methoden een betrouwbare determinatie te verkrijgen, kan een bacteriestam gedetermineerd worden door genotypische determinatie. Onder genotypische determinatie worden de volgende moleculaire technieken verstaan; DNA isolatie, 16S rRNA PCR en sequentie analyse. Een bacteriestam kan dan als reinkweek aangeboden worden voor de sequentieanalyse van het 16S rRNA gen. Het 16S rRNA gen codeert voor de ‘smal subunit’ van het bacteriële ribosomale RNA. Ribosomen vormen een essentieel component binnen de translatie, waardoor de DNA sequentie in bacteriën zeer geconserveerd is. Daarnaast bevat het gen regio’s met variabele sequenties welke species specifiek zijn.
1.5.4.1 DNA isolatie

Microbiële cellen worden gesuspendeerd in een oplossing van ‘kralen’ samen met een lysis oplossing. Het principe van DNA isolatie is om micro-organismen te lyseren door een combinatie van hitte, chemische middelen en mechanische krachten. De cellulaire componenten worden gelyseerd door mechanische krachten van een speciaal ontworpen MO BIO Vortex Adapter. Van de gelyseerde cellen zal het vrijgekomen DNA binden aan een silica Spin filter. Deze filter wordt gewassen en het DNA wordt teruggewonnen door Tris buffer.
1.5.4.2 Principe van 16S rRNA PCR
Het principe van PCR (polymerase chain reaction) berust op het repetitief aanmaken van een specifiek gewenste stukje DNA (target DNA) door middel van een DNA-polymerase. (amplificatie). Hiervoor zijn er drie stappen nodig die elk bij een welbepaalde temperatuur en gedurende een welbepaalde tijd worden uitgevoerd, en die in een bepaalde volgorde (cycli) steeds opnieuw worden herhaald. Deze stappen zijn: de denaturatie of het "smelten" van het DNA tot twee strengen, het doen binden van twee primers of startsequenties met de DNA-sequentie die men wil kopiëren (annealing), de verlenging van deze twee primers door de inbouw van DNA-bouwsteentjes (nucleotiden dNTP en dUTP) onder invloed van een DNA-polymerase (synthese). De hoeveelheid DNA verdubbelt hierdoor na iedere cyclus. Het netto resultaat is een exponentiele aanmaak van het gewenste DNA in relatief korte tijd.
Het proces begint met het verhitten van de monsters tot 50 °C. Deze temperatuur leidt tot de activatie van Uracil N glycosylase (UNG). De functie van dit UNG is het afbreken van eerder geamplificeerd DNA. UNG doet dit door bij de ingebouwde uracilbasen (dUTP) te knippen. 
PCR bestaat uit drie belangrijke stappen (zie figuur 7). Dit wordt uitgevoerd in een PCR apparaat die de PCR-epjes met PCR-mix (4 typen nucleotiden (dNTP's), buffer en het hitte bestendige DNA polymerase, Taq (Thermus aquaticus)-polymerase) kan verhitten en koelen in een zeer korte tijd. 

· Denaturatie bij 94 °C: 
Het UNG wordt weer geïnactiveerd bij 94 °C. Gedurende denaturatie bij 94 °C splitst het dubbelstrengs DNA zich in twee enkelstrengs DNA strengen. Het verhitten tot 94 °C verbreekt namelijk de waterstofbindingen waardoor het dubbelstrengs DNA uit elkaar gaat . Dit wordt veroorzaakt doordat de waterstofbindingen die de complementaire strengen bij elkaar houden echter veel zwakker zijn dan de covalente bindingen tussen de nucleotiden binnen een keten. 
Alle enzymatische reacties stoppen bij 94 °C.

· Annealing bij 52°C:
Vervolgens hechten de primers (annealing) zich bij een temperatuur van 52°C door de langzaam dalende temperatuur aan de twee enkelstrengs DNA-strengen. Deze primers zijn in staat om te binden omdat ze complementair zijn aan bepaalde specifieke sequenties van elke streng. Deze sequenties bevinden zich naast het stukje DNA dat moet worden gerepliceerd. 
· [image: image18.jpg]VITEK 2
1 Carrier Station’

T T T AL

BURmnn - s

LU QT T R

CAUTION =
OMAZARO MATEMAL 888 MAsAL Fom |
IS e on |




Synthese bij 72 °C:
Zodra de primer zich heeft vastgehecht wordt de temperatuur weer verhoogd tot 72°C zodat het DNA polymerase (Taq polymerase) deze stukken dubbelstrengs DNA als startplaats kan gebruiken voor de verdere synthese van de complementaire streng (‘extension’). Hierbij worden losse basen (dNTP’s; dATP, dCTP, dGTP, dTTP) aan het enkelstrengs DNA streng gehecht. Hierdoor ontstaan er twee dubbelstrengs DNA strengen. Het Taq polymerase dat wordt gebruikt is een thermostabiel polymerase dat een optimumtemperatuur heeft van 72°C
Figuur 7: Principe van (16S rRNA) PCR
Het uiteindelijke resultaat is dus een complementaire keten van ieder oorspronkelijke enkele keten. Het oorspronkelijke DNA is in de eerste cyclus verdubbeld. 

Na herhaling van de denaturatiestap zullen de ‘primers’ niet alleen aan het oorspronkelijke DNA ‘annealen’, maar ook aan de nieuw gesynthetiseerde complementaire DNA-streng. Bij iedere cyclus van denaturatie, aanhechten en verlengen zal dus een verdubbeling van het aantal DNA moleculen optreden, zodat na 30 cycli een exponentiële vermeerdering van het target DNA heeft plaats gevonden. Na de 30 cycli is er zoveel DNA aangemaakt dat deze aangetoond kan worden door gelelectroforese, een eenvoudige techniek waarmee men het gevormde product in zijn verschillende fracties kan scheiden, de aan- of afwezigheid van het specifieke DNA aantonen. 
1.5.4.3 DNA sequentie analyse
Het principe van DNA sequentie analyse is de bepaling van de DNA sequentie van een PCR-product. De nucleotide volgorde positie en aard van een verandering in de sequentie worden hiermee exact vastgesteld. 
Na een PCR op het target DNA worden twee sequentiereacties uitgevoerd op het PCR-product, één met de forward primer en één met de reverse primer. 
Hierdoor worden er twee sequenties gesynthetiseerd die elkaar gedeeltelijk of geheel overlappen. Hierdoor is een goede controle op de juistheid van alle basen van het product mogelijk en kan een groter deel van het monster geanalyseerd worden. De primers zijn complementair aan dat gedeelte van de template streng dat aansluit bij het 5’-einde van het te sequencen DNA-fragment. Na primerbinding aan de template streng wordt een nieuwe complementaire streng gesynthetiseerd, totdat gelabelde dideoxynucleotide (ddNTP) ingebouwd wordt en de synthese stopt omdat er geen vrije 3’-OH groep meer is. Het bepalen van de nucleotidensequentie is gebaseerd op de beëindiging van de synthese van een nucleotidenketen. De hoeveelheid ddNTP is in ondermaat aanwezig in vergelijking met dNTP. Daardoor ontstaan fragmenten van verschillende lengte die elk aan het 3’-uiteinde een gelabelde nucleotide hebben (A, T, C en G bevatten ieder een ander fluorofore). Deze cyclus wordt een aantal maal herhaald. Zodat meerdere strengen van verschillende lengtes ontstaan. 
De gevormde fragmenten worden hierna gescheiden en gedetecteerd met behulp van een capillair sequencer. Ionen zullen in een elektrisch veld afhankelijk van hun lading naar de positieve dan wel naar de negatieve pool bewegen. Hoe lichter of compacter het molecuul, des te groter zal zijn migratiesnelheid zijn. De kleinere negatief geladen DNA-fragmenten zullen sneller naar de anode bewegen dan de grote fragmenten. Door het voltage te verhogen zullen de deeltjes sneller voortbewegen door de matrix. Hierdoor zal ook de warmteproductie stijgen. Om te zorgen dat de gevormde warmte gemakkelijk afgevoerd wordt het capillair met de matrix zo klein mogelijk gehouden.
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Hierdoor zijn aanzienlijke hogere spanningen en dus hogere migratiesnelheden mogelijk dan bij electroforese. Wanneer de DNA gelabelde DNA-fragmenten de detector (laser) passeren wordt de kleur afgelezen (zie figuur 8) Uit dit kleurenpatroon wordt de nucleotidensequentie bepaald. De verkregen nucleotidensequentie kan uiteindelijk worden vergeleken met databases als NCBI/BLAST op Internet.

 Figuur 8 Het ‘lezen’ van de DNA sequentie

Hoofdstuk 2. Materiaal en Methode

2.1 Inleiding

Gedurende het onderzoek zijn er 235 positieve bloedkweken ingezet volgens de nieuwe methode (VITEK®2 + gelbuis) en de huidige methode (‘gouden standaard’). De groei van micro-organismen in bloedkweken werd gescreend door het BacT/Alert Microbial Detection System (Organon Teknika) dat is gekoppeld via Labtrain aan BACZIS. Dit is een geautomatiseerd testsysteem dat in staat is om incubatie, homogenisering, en permanente controle te combineren van aërobe en anaërobe media die zijn geïnoculeerd met bloed van patiënten die verdacht worden van sepsis. Zowel de aërobe als de anaërobe BacT/ALERT® flessen (BioMérieux) van een bloedkweekset zijn gebruikt voor directe identificatie en resistentiebepaling met behulp van het VITEK®2 systeem (BioMérieux). Alleen bloedkweken met plompe, Gram-negatieve bacillus-achtige morfologie zijn hiervoor gebruikt. Alle bloedkweken met anaërobe bacteriën of polymicrobiële groei zijn uitgesloten voor dit onderzoek. Alle VITEK®2 resultaten die gerapporteerd zijn als ‘low discrimination’ of ‘inconclusive’ zijn ook uitgesloten voor dit onderzoek.
De positieve bloedkweken zijn later geïdentificeerd en is er een resistentiebepaling uitgevoerd, door middel van de ‘gouden standaard’, als vergelijkingsmateriaal. Hierbij werd bepaald tot welk geslacht en soort (species) de bacterie behoorden. De uitslagen van de VITEK®2 methode die discrepantie vertoonden met de uitslagen van de ‘gouden standaard’ zijn door middel van 16S rRNA sequentie analyse en inoculatie van het VITEK®2 systeem via een reinkweek gedetermineerd. De 16S rRNA sequentie analyse is toegepast om te controleren of het VTEK®2 systeem of de gouden standaard de juiste uitslag weergaf. Dit geldt ook voor de VITEK®2 bepaling door middel van een reinkweek.
2.2 Determinatie met behulp van ‘Gouden standaard’

2.2.1 Inleiding

Positieve bloedkweken werden tijdens werktijden verwerkt op het moment dat deze werden geconstateerd door BacT/ALERT® bloedkweeksysteem. De positieve BacT/ALERT® bloedkweekflessen werden uit de stoof gehaald (ontladen) en de barcode van de fles werd gescand. De dop van de fles werd door middel van jodium ontsmet. Vervolgens werd de fles ontlucht met behulp van een ontluchtingsnaald. Hierbij is het belangrijk dat men noteerde of er duidelijk gas ontsnapt (gas+). Enterobacteriaceae zijn in staat om gas te produceren. Na ontluchting werd met behulp van een steriele spuit circa 2 ml medium aseptisch uit het flesje overgebracht in een steriele container. Hieruit werd vervolgens met behulp van een steriele Öse een Grampreparaat gemaakt en beoordeeld. Op basis van de uitslag van het Grampreparaat werd verdere determinatie ingezet. Bij Enterobacteriaceae bestaat deze determinatie uit een aantal stappen, namelijk: beënten van voedingsbodems, lange biochemische rij (indien geen uitslag, determineren m.b.v. VITEK2)+ gentabuizen en een gevoeligheidsbepaling. Bij non-fermenters is de determinatie hetzelfde als bij de Enterobacteriaceae met daaraan toegevoegd het P en F medium en andere anti-microbiële middelen bij de gevoeligheidsbepaling.
2.2.2 Grampreparaat
Om te bepalen of de gegroeide bacterie Gram-positief of Gram-negatief waren en wat de vorm van de bacterie was moest allereerst een Gramkleuring worden uitgevoerd. Een Grampreparaat werd gemaakt van één druppel medium vermengt met één druppel PBS (fysiologisch zout). Het prepraat werd aan de lucht gedroogd en vervolgens gefixeerd door het prepraat drie maal door de blauwe vlam van de brander heen te halen. Hierna werd het preparaat in de kleurmachine (Mirastainer) geplaatst. De gekleurde Grampreparaten werden vervolgens onder een lichtmicroscoop (vergroting 12.5 x 100), met immersie olie, beoordeeld; op kleur, vorm en ligging van de bacteriën. 
Morfologisch vertonen Enterobacteriaceae veel overeenkomsten met elkaar. Daarom is het onmogelijk de verschillende soorten of geslachten met behulp van Gramkleuring te identificeren. 
2.2.3 Kweek
Na aanleiding van het Grampreparaat werd er van de bloedkweek wat vloeistof op een combinatie van voedingsbodems geïnoculeerd, volgens het inzetschema; positieve bloedkweken van bijlage II. In bijlage II zijn de voedingsbodems beschreven. 
2.2.4 Lange rij
Bij de ‘gouden standaard’ methode werd naast de combinatie van zes voedingsbodems een lange rij van twaalf buizen beënt met diverse media voor het meten van de omzetting van verschillende biochemische reacties. 
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Van de te testen stam werd een suspensie gemaakt in een buis met fysiologisch zout. Hiervoor werden circa drie druppels van het vloeibare aankweekmedium gebruikt. Uit deze buis werden de testen uit het determinatieschema Enterobacteriaceae uit bijlage II beënt met behulp van een steriele pipet. In bijlage II zijn de buizen uit de lange rij beschreven. (1)
Figuur 9.: de bonte rij voor de determinatie van fermenterende Gram-negatieve staven (Enterobacteriaceae)
2.2.5 P en F medium

Voor het verwerken van positieve bloedkweken met slanke Gram-negatieve staven (non-fermenters) werd naast de lange rij en de combinatie van voedingsbodems gebruik gemaakt van het nonfermenter determinatieschema. Deze is weergegeven in bijlage II; stroomdiagram determinatie non-fermenters 
Vanuit de bacteriesuspensie, die gebruikt werd voor het beënten van de lange rij, werd door middel van een steriele pipet het P en F medium beënt. (1)
2.6 Resistentiebepaling
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Bij zowel de Enterobacteriaceae determinatie als de non-fermenter determinatie werd een resistentiebepaling ingezet volgens de agardiffusiemethode. Van de te testen bloedkweek werd een druppel bloed gesuspendeerd in 5 ml fysiologisch zout. Deze buis werd gemengd. De resistentieplaten (ISO-sensitest agar) werden met een steriele wattendrager beënt. De wattendrager werd in de bacteriesuspensie gedoopt totdat deze volledig verzadigd was en werd vervolgens uitgedrukt tegen de wand van de buis. Hiertoe beënten men met de wattendrager 4 maal één helft van de plaat door egaal over het totale oppervlak uit te strijken: Hierbij overlapt de te beënten helft steeds de vorige helft zoals weergegeven in onderstaande figuur.









 
Figuur 10: beënten van resistentiebepaling

De 9 mm grote antibioticatabletten (NEO-SENSITABS; ROSCO) werden met behulp van een speciale dispenser op de ISO-sensitest agar aangebracht. Zie bijlage I voor de gebruikte anti-microbiële middelen. De platen werden na het opbrengen van de antibioticatabletten in de broedstoof van 37 °C geplaatst. Na circa 18-24 uur bebroeden werden de diameters van de remmingszones opgemeten door middel van een afleessjabloon (zie bijlage II) De grens is gelegen op de plaats waar met het blote oog geen duidelijke groei meer valt waar te nemen. (23)
2.3 Determinatie met behulp van VITEK®2 systeem 
Determinatie van Gram-negatieve staven uit positieve bloedkweekflessen met behulp van het VITEK®2 systeem (BioMérieux) bestaat uit een aantal stappen, namelijk: maken van een Grampreparaat, suspensie en VITEK®2 bepaling inzetten. 
Het VITEK®2 systeem is opgebouwd uit de volgende onderdelen:
· VITEK®2  (BioMérieux)
· VITEK®2  software; Advance Expert System (AES) software 
· Hulpset bestaande uit: tips, pipettor en slangenset (BioMérieux)
· Densicheck (BioMérieux)
· Smart Carrier Station (BioMérieux)
Hulpmiddelen:

· Vortex + centrifuge
· Dispenser met 0,45% Saline-oplossing (BioMérieux)
· VITEK®2  cassettes
· Vitekbuisjes 
· AST (antimicrobial susceptibility testing) en ID (identification) kaarten (Biomerieux)
· Gelbuis (BD Vacutainer® SSTTM II Advance)
2.3.1. Suspensie maken en inzetten van VITEK®2 bepaling
De doppen van de gegroeide bloedkweekfles en gelbuis (BD Vacutainer® SSTTM II Advance, ref 367955) werden gedesinfecteerd met Jodium. Uit de fles werd met behulp van een steriele spuit circa 5ml medium aseptisch in een gelbuis geïnoculeerd en werd er een Grampreparaat gemaakt. Indien er in het Grampreparaat monomicrobiële Gram-negatieve staven werden gezien werd de gelbuis gedurende 10 minuten bij 1525 x g 
(=/- 300 rpm) gecentrifugeerd. Na het centrifugeren werd met behulp van een steriele Pasteurse pipet de bovenstaande vloeistof geaspireerd. De witte laag van bacteriën werd met behulp van een steriele wattenstok voorzichtig van de gellaag verwijderd. Hiervan werd een suspensie gemaakt, met een dikte van 0,50 à 0,63 McFarland (McF), in een 3 ml 0,45% Saline-oplossing (NaCl oplossing). Deze oplossing werd gevortexed en de suspensiedikte werd gecontroleerd met behulp van de Densicheck (BioMérieux). Met behulp van een 1μl Öse werd de suspensie afgeënt op een bloedplaat (reinkweek) volgens de reguliere werkwijze. Het buisje met daarin de oplossing werd in een speciale cassette voor het VITEK®2 systeem geplaatst. De cassette werd op de Smart Carrier Systeem (SCS, figuur 11) geplaatst, hierdoor wordt het geheugen van de memory chip gewist. In het invoerscherm van de SCS dient bij ‘Accession ID’ het volledige monsternummer ingevoerd te worden. Vervolgens werd handmatig de ID-GNB card (BioMérieux, ref 21341) met de barcodescanner gescand en op de aangegeven positie in de cassette geplaatst. Zodat het blauwe rietje van de ID-GNB card in de bacteriesuspensie terechtkomt. Op dezelfde manier werd de AST-NO48 card (BioMérieux, ref 22114) gescand en met het grijze rietje in een leeg buisje geplaatst. Voordat de cassette in de VITEK®2  geplaatst kon worden werd er eerst een controle uitgevoerd op de SCS. Door op de F3 toets te drukken verscheen er een overzicht van de gehele cassette. Na controle werd de cassette met daarin alle monsters in het VITEK®2 systeem geplaatst. 
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Na de incubatieperiode werden de eerder gemaakte reinkweken gecontroleerd op reinheid. Indien een kweek niet rein was werd de volledige uitslag verwijderd. Van alle reinkweken werden met behulp van het Advanced Expert Sytem (AES) de resultaten van de identificatie en gevoeligheidsbepaling beoordeeld en uitgeprint. (19,20,22)
Ter controle werden éénmaal per week 2 controle stammen, Escherichia coli ATCC 35218 en Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, meegenomen. Van de controle stammen werden zowel gevoeligheid als identificatie uitgevoerd. (21,22, 24)
   Figuur 11: Smart Carrier System
2.4 Genotypische determinatie
De genotypische determinatie bestaat uit een aantal stappen, namelijk: DNA isolatie, 16S rRNA PCR, Agarosegel-electroforese en 16S rRNA sequentieanalyse.

2.4.1 DNA isolatie
Voor DNA isolatie is gebruik gemaakt van een commerciële kit, genaamd; UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.). Deze kit is ontworpen om genomisch DNA uit micro-organismen te isoleren. 
Van een reincultuur werd een entoog (circa 10 μl) met behulp van een steriele Öse in een MicroBead epje met 300 μl Microbead solution geïnoculeerd. Hieraan werd 50 μl van Solution MD1 toegevoegd. Vervolgens werden de epjes met de oplossing 10 minuten op maximale snelheid gevortexed. Aan nieuwe steriele 2.0 ml microcentrifuge epje werd 100 μl van Solution MD2 toegevoegd. De MicroBead epjes werden gecentrifugeerd bij 10,000 X g. Na het centrifugeren werd het supernatant overgebracht in de epjes met Solution MD2. Dit werd kort gevortexed en daarna 1 minuut gecentrifugeerd bij 10, 000 x g. Aan een nieuw steriel 2.0 ml epje werd 450 μl Solution MD3 toegevoegd en 200 μl van het supernatant van de vorige stap werd hieraan toegevoegd. Deze oplossing werd kort afgedraaid. De 650 μl werd over een schone filter gelaten en voor 30 seconde gecentrifugeerd bij 10, 000 x g. De oplossing die door het filter is gelopen werd verwijderd en de filter werd nogmaals 60 seconde gecentrifugeerd en wederom werd het supernatant verwijderd. De filter werd weer overgeplaatst in een steriele 2.0 ml microcentrifuge epje. In het midden van de filter werd 35 μl Solution MD 5 gepipetteerd en het epje werd daarna voor 30 seconde gecentrifugeerd. Na het centrifugeren werd de filter verwijderd en de vloeistof dat door de filter is gelopen bevat het geïsoleerde DNA.
2.4.2 Meten van de DNA concentratie m.b.v. de NanoDrop
Met de NanoDrop ND-1000 kan met grote nauwkeurigheid en reproduceerbaarheid de DNA concentratie in de monsters worden gemeten. Het apparaat is een volledig spectrum (220-750 nm) spectrofotometer die monsters meet van minimaal 1μl. Voor het gebruik diende het apparaat eerst gekalibreerd te worden. Hiervoor werden eerst de ‘ogen’ van de glasvezelkabels goed schoongemaakt. Bij het schoonmaken van de ogen werden ze achtereenvolgens afgenomen met bidest, isopropanol en daarna weer met bidest. Vervolgens werd het programma ‘NanoDrop 3.0.0’ geopend. Onder ‘User’ werd er gekozen voor ‘Default’ en werd: ‘Nucleic Acid Measurement’ geselecteerd. Op het oog van de onderste glasvezelkabel (ontvanger) werd 2μl bidest gepipetteerd, daarna werd de arm met de bovenste glasvezelkabel naar beneden gedaan en werd er op OK geklikt. Het apparaat is dan klaar voor gebruik. Onder ‘Sample Type’ in het programma werd er gekozen voor ‘DNA-50’. Na de kalibratie kunnen er alleen monsters worden gemeten wanneer er een blanco meting is gedaan. De blanco is de vloeistof waarin de monsters zijn opgelost. De blanco werd gemeten door op de knop ‘Blank’ te drukken. Vervolgens konden de monsters doorgemeten worden door telkens 2μl op het oog van de onderste glasvezelkabel te pipetteren en het klepje te sluiten. Door op de knop ‘Measure’ te drukken werd de meting gedaan voor DNA bij 260 en 280 nm en de data werden weergegeven. De ogen van de glasvezelkabels werden na elke meting schoongemaakt met een tissue. Door op ‘Show report’ te kikken werden de data bewaard in de daarvoor bestemde sheet, welke vervolgens geprint kon worden. Wanneer alle monsters waren gemeten, werd het programma via ‘Exit (Escape)’ verlaten. 
2.4.3 16SrRNA PCR
In onderstaande tabel (tabel1) is te zien welke reagentia werden gebruikt voor het maken van de PCR-mix. In de tabel werd het aantal monsters ingevoerd plus één extra om pipetteerfouten op te vangen. Deze PCR-mix werd gemaakt in een speciaal ijsblok. 
	 
	1x mix
	eindconcentratie

	 
	(µl)
	 

	Aqua dest
	19,4
	n.v.t.

	10X PCRII buffer 
	5
	n.v.t.

	BSA (5mg/µl)
	1
	5 mg

	MgCl2 (25 mM)
	5
	2.5 mM

	dUTP (1.25 mM/2.5 mM)
	8
	dNTP: 200 µM

	 
	 
	dUTP: 400 µM

	p8F (100 pmol/µl)
	0,2
	20pmol

	p1505R (100 pmol/µl)
	0,2
	20 pmol

	UNG (1 U/µl)
	0,2
	0.5 U

	Amplitaq (5U/µl)
	1
	5 U


	mixvolume
	40


	DNA
	10

	 eindvolume
	55


Tabel 1: De samenstelling van de PCR-mix voor amplificatie van het 16S RNA gen

Bij elke PCR werd er een positieve (H.pylori) en een negatieve controle (MQ) meegenomen. Zie tabel 2 voor de gebruikte primers. De PCR werd uitgevoerd in de GeneAMp PCR system PE 9600 (Perker Elmer)
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Tabel 2: De gebruikte PCR primers voor amplificatie en sequentie analyse van het 16S rRNA gen 

In 0,2 ml PCR-epjes werd 45 μl van de gemaakte PCR-mix uitgevuld. Hieraan werd 10 µl DNA monster toegevoegd om een eindvolume van 50 μl te verkrijgen ( die 10 µl DNA monster bestaat uit x µl DNA en x µl Baker Water om een minimale input van 300 ng DNA te verkrijgen). Aan de positieve- en negatieve controle werd respectievelijk 10 μl H.pylori en 10 μl MQ toegevoegd. Na het uitvullen werden de PCR-epjes vervolgens in het PCR-apparaat geplaatst. Het onderstaande 16S programma (file 52) werd gestart (tabel3).
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Tabel 3: Het 16S PCR programma 
2.4.4 Agarosegel-electroforese

Voor Agarosegel-electroforese werd gebruikt gemaakt van; RunOne Electroforesis System bestaande uit een RunOne Electroforesis Cell, RunOne Power Supply en een RunOne Casting System.

Agarosegel-electroforese wordt toegepast voor het scheiden van DNA fragmenten, van de PCR-producten, op basis van grootte. Voor de bereiding van de Agarose-gel werd 10x TBE-buffer verdund tot 0,5x TBE. (50 ml 10x TBE = 950 ml aqua dest.) (per liter: 108 gram Tris (hydroxymethyl-aminomethaan: Merck), 55 gram Boorzuur (Merck) en 7.44 gram EDTA (Merck) Aan de hand van de hoeveelheid monsters werd de grootte van de gel en de te gebruiken gel-tray gekozen. (zie tabel 4 )
	ml gel
	1% 

agarose
	1,5% agarose
	2% agarose
	2,5 % agarose
	3 % agarose
	Etbr

	25 ml
	0.25 gr
	0.40 gr
	0.50 gr
	0.65 gr
	0.75 gr
	1.25 μl

	40 ml
	0.40 gr
	0.60 gr
	0.80 gr
	1.00 gr
	1.20 gr
	2.0 μl

	100 ml
	1.00 gr
	1.50 gr
	2.00 gr
	2.50 gr
	3.00 gr
	5.0 μl


Tabel 4: samenstelling van de Agarose-gel
De TBE buffer werd samen met de agarose verhit in de magnetron (stand medium high) en af en toe gezwenkt totdat de agarose opgelost was. Na het afkoelen van de agarose-oplossing tot handwarmte werd vervolgens de Etbr (10 mg/ml) hieraan toegevoegd. Nadat de kammen in de gel-tray werden geplaatst kon de agarose-oplossing worden gegoten. Na circa 20 minuten was de gel gestold en werden de kammen voorzichtig verwijderd. De gel-tray werd met gel in de bufferbak gelegd die vervolgens werd gevuld met 0,5X TBE buffer tot net boven de gel. Elk PCR monster (10 μl) werd samen met 2 μl loading-buffer in het gewenste slotje van de gel gepipetteerd. In de twee buitenste laantjes werd er 5 µl van een 100 bp marker (MW-marker) in de gel aangebracht. Door de marker kan de grootte van de fragmenten bepaald worden. DNA-markerbanden dienen als controle op de kleuring met Etbr en de migratie van de DNA-fragmenten. De gel werd circa 20 minuten gerund bij een voltage van 100 Volt (V) en werd gecontroleerd of er stroom liep door te kijken of er belletjes zichtbaar waren bij de kathode. Na de gel gerund te hebben werd deze bekeken op de UV-transilluminator. Doordat het Etbr aan het DNA bindt werden de DNA fragmenten zichtbaar. Hiervan werd een foto gemaakt.
2.4.5 16S rRNA sequentie bepaling
Voor de DNA sequentie analyse werd een commerciële kit gebruikt, genaamd; BigDye( Terminator (BDT) v1.1 Cycle Sequencing Kits. Van de PCR-producten die een grootte van ongeveer 1500 bp was te zien werd er een sequentie-PCR ingezet. De PCR-mix voor de te sequencen nummers plus één extra werden gemaakt volgens tabel 5.
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1) Concentratie van het DNA varieert: PCR-product 0.5-50 ng, dubbelstrengs DNA 100-250 ng. Door PCR-product 10x te verdunnen zal het binnen de marges van de juiste concentratie vallen.
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. 
Tabel 5: De samenstelling van de PCR-mix voor de 16S DNA sequence-analyse
In onderstaande tabel 6 is te zien welke sequence-primers er zijn gebruikt. 
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Tabel 6: De gebruikte sequence-primers

In de sequence-epjes werd 9 μl van de PCR-mix gepipetteerd waaraan vervolgens 1 μl van het 10x verdunde DNA monster werd toegevoegd. De sequentie bepaling werd uitgevoerd in het PCR apparaat PE 9600 (Perker Elmer) volgens onderstaand sequentie reactie programma. (tabel 7)
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Tabel 7. Het ‘sequentie reactie’ programma
Na afloop van de reactie werd aan elk monster aangevuld tot 20 µl door 10 µl Baker Water toe te voegen. Voor het sequencen is er gebruik gemaakt van de sequence-faciliteit van het AMC, waar analyse plaatsvindt op een automatisch sequence-apparaat AB13700 (Applied Biosystems).

Na een aantal dagen worden de sequenties op een daarvoor bestemd netwerk gezet. Deze sequenties kunnen dan gedownload worden via http://seqlab op het intranet. De sequencereacties kunnen uiteindelijk met elkaar gealigned worden m.b.v. programma CodonCode. In figuur 12 is een voorbeeld te zien van een elektroferogram (contig). In de elektroferogram stelt iedere piek een base (iedere base heeft zijn eigen kleur) voor. 
Uiteindelijk kon de consensus worden vergeleken met op Internet beschikbare databases zoals; NCBI/BLAST(www.ncbi.nlm.nih.gov) en RDP II (http://rdp.cme.msu.edu/segmatch/segmatch_intro.jsp ) database.
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Figuur 12: voorbeeld van een elektroferogram
Hoofdstuk 3. Resultaten

In dit onderzoek is voor directe identificatie en gevoeligheidsbepaling van Gram-negatieve staven uit positieve bloedkweekflessen het nieuwe systeem (VITEK®2) uitgevoerd. De resultaten zijn vergeleken met de uitslagen van de ‘gouden standaard’. Voor dit onderzoek zijn in totaal 235 positieve bloedkweken ingezet. Na nader onderzoek is gebleken dat van de 235 positieve bloedkweken er in totaal 183 bloedkweken Enterobacteriaceae en 35 bloedkweken non-fermenters met monomicrobiële groei bevatten. De overige 17 positieve bloedkweken bleken anaërobe Gram-negatieve staven (6), polymicrobiële groei (10) of positieve kokken (1) te bevatten. (zie tabel 8)
	Micro-organismen
	Aantal

	Enterobacteriaceae
	183

	Nonfermenters
	35

	Anaërobe Gramnegatieve staven
	6

	Polymicrobiële groei
	10

	Positieve kokken 
	1


Tabel 8: Totaal overzicht van de 235 positieve bloedkweekflessen die zijn gebruikt voor dit onderzoek
Voor vergelijking van de uitslagen van beide methoden zijn de uitslagen van de 218 bloedkweken (235 – 17 = 218) gebruikt die behoorden tot de Enterobacteriaceae en de non-fermenters. 
De parameters voor dit onderzoek waren:
· Identificatie
· Gevoeligheidsbepaling

· Tijdsduur tot resultaat (rsp. Determinatie en gevoeligheid)

· Hands-on tijd per bepaling

· Kosten per bepaling

3.1 Identificatie resultaten
3.1.1 Enterobacteriaceae
De identificatie resultaten die verkregen zijn doormiddel van directe inoculatie in het VITEK®2 systeem zijn vergeleken met de resultaten van de ‘gouden standaard’. 

Van 183 bloedkweken met Enterobacteriaceae is gebleken dat 79,23% (145) van de identificatie resultaten geen discrepantie vertoonde met de resultaten van de ‘gouden standaard’. 
	 organismen
	correct geïdentificeerd
	niet geïdentificeerd
	onjuist geïdentificeerd

	Coliformen
	
	
	

	C. freundii (1)
	1
	0
	0

	E. aerogenes (2)
	2
	0
	0

	E. cloacae (26)
	16
	7
	3

	E. coli (85)
	73
	4
	8

	E. fergusonii (2)
	1
	1
	0

	K. oxytoca (11)
	8
	2
	1

	K. pneumoniae (30)
	27
	2
	1

	P. mirabilis (7)
	3
	0
	4

	S. marcescens (17)
	12
	1
	4

	Salmonella sp. (1)
	1
	0
	0

	A. baumannii (1)
	1
	0
	0

	Totaal (135)
	145
	17
	21

	Totaal (%)
	79,23%
	9,29%
	11,48%


Tabel 9: Totaaloverzicht van de 183 gedetermineerde Enterobacteriaceae in vergelijking met de ‘gouden standaard’
Het VITEK®2 systeem kon 9,29% (17) niet identificeren en hiervan ook geen resistentiebepaling bepalen. Bij 11,48% (21) was er discrepantie tussen de identificatie resultaten van het VITEK®2 systeem en die van de ‘gouden standaard’. In onderstaande tabel (tabel 9) wordt het totaaloverzicht weergegeven van de 183 Enterobacteriaceae die geïdentificeerd zijn met het VITEK®2 systeem in vergelijking met de resultaten van de ‘gouden standaard’. In onderstaande grafiek (grafiek 1) zijn de identificatie resultaten per species weergegeven. Er zijn in totaal 11 verschillende species geïdentificeerd.
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Grafiek 1: Identificatieresultaten per species

Van de 21 Enterobacteriaceae die discrepantie in identificatie vertoonden, tussen directe en standaard inoculatie, zijn 13 Enterobacteriaceae door middel van een reinkweek geïnoculeerd in het VITEK® 2 systeem. Hieruit is gebleken dat de uitslagen van de 13 Enterobacteriaceae exact overeenkwamen met de uitslagen van de ‘gouden standaard’.
3.1.2. Non-fermenters
In het totaal zijn er 35 non-fermenters uit bloedkweekflessen geïdentificeerd volgens de VITEK®2 methode en de ‘gouden standaard’. Van de 35 bloedkweken, verkregen via directe inoculatie van het VITEK®2 systeem, vertoond 88,57% (31) van de identificatie resultaten geen discrepantie met die van de ‘gouden standaard’. Het VITEK®2 systeem kon 8,57% (3) niet determineren en bij 2,86% (1) van de bloedkweken was er discrepantie tussen beide identificatie methoden. In onderstaande tabel (tabel 10) wordt het totaaloverzicht weergegeven van de 35 non-fermenters die geïdentificeerd zijn met het VITEK®2 systeem in vergelijking met de resultaten van de ‘gouden standaard’. 
	 organismen
	correct geïdentificeerd
	niet geïdentificeerd
	onjuist geïdentificeerd

	 Non-fermenters
	 
	 
	 

	P. aeruginosa (33)
	31
	2
	0

	S. maltophilia (2)
	0
	1
	1

	Totaal
	31
	3
	1

	Totaal (%)
	88,57%
	8,57%
	2,86%


Tabel 10: Totaaloverzicht van de  gedetermineerde non-fermenters in vergelijking met de ‘gouden standaard’
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Grafiek 2: Identificatie resultaten non-fermenters per species
De non-fermenter die discrepantie vertoonde bij de identificatie tussen directe en standaard inoculatie bleek, na inoculatie d.m.v. reinkweek in het VITEK2 systeem, overeen te komen met de uitslag van de ‘gouden standaard’.
3.2 Resistentiebepaling 
3.2.1 Enterobacteriaceae 

In totaal zijn er 145 Enterobacteriaceae resistentiebepalingen bepaald direct vanuit de positieve bloedkweekflessen. Er ontbreekt 1 directe resistentiebepaling bij de ‘gouden standaard’. In totaal zijn er dus 144 (145-1) Enterobacteriaceae resistentiebepalingen, van beide methoden, met elkaar vergeleken. Bij 5 resistentiebepalingen verkregen via het VITEK®2 systeem ontbreken een aantal antimicrobiële middelen. De volgende antimicrobiële middelen ontbreken; imipenem (1x), cefotaxime (1x), Amoxicillin/CA (2x), amikacin (1x). Hiermee is rekening gehouden bij de resultaten. 
MIC overeenkomsten worden weergegeven in tabel 11. Onderaan de tabel bevinden zich formules waarmee de MIC waarden zijn berekend. 

	 
	Aantal grote verschillen (vb. verschil van + > 0 ) 
	Aantal kleine verschillen (vb verschil van +/0 >0)) 
	MIC overeenkomst (%)

	Anti-microbieel middel 
	(A)
	(B)
	(C)

	Ampicilin
	2
	17
	86,81

	Gentamicin
	1
	1
	98,61

	Trimethoprim/sulfa
	1
	0
	99,31

	Trimethoprim
	1
	2
	97,92

	Amikacin
	1
	8
	93,71

	Ceftazidime
	3
	8
	92,36

	Cefotaxime
	1
	5
	95,80

	Imipenem
	0
	1
	99,30

	Ciprofloxacin
	1
	2
	97,92

	Amoxicilin/CA
	0
	33
	76,76

	Totaal
	11
	77
	

	Totaal (%)
	
	
	93,85


Tabel 11: MIC overeenkomsten per individueel anti-microbieel middel (Enterobacteriaceae)
[image: image27.jpg]30°C

- ~ |

‘-wmm\\\w R

PN H\“\

o ‘-—:—'——:—‘—-—\—_—'\—:—'\—T-J'T_\ o





De gemiddelde MIC overeenkomst tussen directe en standaard methoden bedraagt 93,85%. De MIC overeenkomst van de individuele anti-microbiële middelen varieert van 76,76% tot 99,31%. De grootste discrepantie is waarneembaar bij amoxicillin/CA. 
In grafiek 3 zijn de MIC overeenkomsten (%) bij Enterobacteriaceae verwerkt per anti-microbieel middel.
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Grafiek 3: MIC overeenkomsten (%) per antimicrobieel middel bij Enterobacteriaceae
3.2.2 Non-fermenters

Er zijn in totaal 31 non-fermenter resistentiebepalingen ingezet door middel van directe inoculatie van het VITEK®2 systeem en deze zijn vergeleken met de uitslagen van de ‘gouden standaard’ methode. Uitgesloten hiervoor zijn de non-fermenters die niet geïdentificeerd of incorrect geïdentificeerd zijn. Bij 2 van de 32 resistentiebepalingen ontbreken de volgende twee anti-microbiële middelen; meropenem en trimethoprim/sulfa. De MIC waarden van de vergeleken antimicrobiële middelen worden weergegeven in onderstaande tabel (tabel 12). 
	 
	Aantal grote verschillen (vb. verschil van + > 0 )
	Aantal kleine verschillen (vb verschil van +/0 >0))
	MIC overeenkomst (%)

	Antimicrobieel middel 
	(A)
	(B)
	(C)

	Trimethoprim/

sulfa
	6
	4
	65,52

	Amikacin
	0
	3
	90,00

	Ceftazidime
	1
	3
	86,67

	Imipenem
	1
	3
	86,67

	Meropenem
	0
	3
	89,66

	Ciprofloxacin
	0
	1
	96,67

	Piperacillin
	0
	5
	83,33

	Piperacillin/

tazobac
	1
	2
	90,00

	Tobramycin
	2
	1
	90,00

	Totaal
	11
	25
	

	Totaal (%)
	
	
	86,50


Tabel 12: DE MIC overeenkomsten per individueel anti-microbieel middel (non-fermenters)
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De MIC overeenkomst van de individuele anti-microbieel middelen varieert van 65,52% (trimethoprim/sulfa) tot 96,67% (ciprofloxacin). Na het vergelijken van de resultaten van beide methoden is gebleken dat Trimethoprim/sulfa het antimicrobiële middel is met de grootste discrepantie. De gemiddelde MIC overeenkomst van directe inoculatie bedraagt 86,50%.
Grafiek 4: MIC overeenkomst in percentages per anti-microbieel middel (non-fermenters)
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3.3 Tijdsduur tot resultaten
3.3.1 Enterobacteriaceae
De tijd die nodig is om een identificatie en resistentiebepaling te verkrijgen van Enterobacteriaceae via de ‘gouden standaard’ methode bedraagt circa 18 tot 24 uur. 
Bij de VITEK2 methode varieerde de tijdsduur voor de identificatieresultaten tussen de 3¾ uur en de 9¾ uur met een gemiddelde van 5 uur. Bij het grootste percentage (34,4%) was er al een identificatie bekend tussen de 4 à 5 uur.

↑ Grafiek 5: Tijdsduur identificatie uitgedrukt 
(grafiek 5 ) En ruim 72,9% van de 

in percentage (Enterobacteriaceae)
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identificaties waren al bekend na 6 uur. 

 
De range-waarden voor de resistentiebepalingen zijn; 4¾ uur en 16½ uur. (grafiek 6) Het grootste percentage resistenties was bekend tussen de 9 en 10 uur. (gemiddelde tijdsduur is 9 uur)
Grafiek 6: Tijdsduur resistentiebepaling Enterobacteriaceae →
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3.3.2 Non-fermenters
Net als bij de Enterobacteriaceae duurt het bij de non-fermenters circa 18 tot 24 uur voordat men iets kan zeggen over de identificatie en resistentiebepaling. Het VITEK2 systeem heeft tussen de 4 à 5 uur 54,8% geïdentificeerd. (grafiek 7) De range-waarden voor identificatie zijn; 4¾ uur en 7¾ uur . 
Door middel van directe inoculatie duurde het gemiddeld 6 uur om non-fermenters te identificeren.
↑Grafiek 7: Tijdsduur identificatie in percentages (%) (non-fermenters)
Resistentiebepalingen verkregen via het VITEK® systeem waren bekend tussen de 11¼ uur en 16¼ uur. Daarvan was 31,0% bekend tussen de 13 en 14 uur. (zie grafiek 8). Gemiddeld duurde het 14 uur voor de uitslag van de resistentiebepaling definitief bepaald was.
Grafiek 8: Tijdsduur resistentiebepaling non-fermenters 


→
3.4 Hands-on tijd per bepaling
De gemiddelde hands-on tijd per bepaling bij standaard methode was; 6 minuten en 18 seconde. Dit wil zeggen dat het inzetten van een identificatie en resistentiebepaling door middel van de ‘gouden standaard’ gemiddeld 6 minuten en 18 seconde duurde. Het aflezen en verwerken van de resultaten bij de ‘gouden standaard’ duurde gemiddeld 3 minuten en 12 seconde.
Bij directe inoculatie was de gemiddelde hands-on time; 6 minuut en 54 seconde. Aflezen van de resultaten was binnen enkele seconde gebeurd. (bijlage III)
3.5 Kosten per bepaling
De kosten die nodig waren voor het inzetten van een identificatie en resistentiebepaling, bij Enterobacteriaceae door middel van standaard methode, bedragen; € 5,28. Bij non-fermenters lagen de kosten wat hoger; € 5,59. 
Het inzetten van identificatie en resistentie door directe inoculatie van het VITEK®2 systeem kostte gemiddeld; € 9,05. (bijlage III)
3.6 
16S rRNA PCR  controle
De uitslagen van de VITEK®2 methode die discrepantie vertoonden met de uitslagen van de ‘gouden standaard’ zijn gedetermineerd door middel van 16S rRNA sequentie analyse. De 16S rRNA sequentie analyse is toegepast om te controleren of het VTEK®2 systeem of de gouden standaard de juiste uitslag weergaf. 

Hierbij zijn 10 stammen (van de 22 stammen), vanaf een reinkweek, door middel van 16S rRNA PCR gedetermineerd. De uitslagen van 16S rRNA PCR kwamen het meest overeen met de uitslagen van de ‘gouden standaard’ (tabel 13)
3.7 
VITEK®2 controle d.m.v. reinkweek
Van de 22 Gram-negatieve staven (21 Enterobacteriaceae en 1 non-fermenter), waarbij discrepantie in identificatie waarneembaar was tussen beide methode, zijn er 13 stammen door middel van een reinkweek in VITEK®2 geïnoculeerd. 
De uitslagen hiervan kwamen exact overeen met de uitslagen van de ‘gouden standaard’ (tabel 13).
	VITEK® 2 methode
	‘Gouden standaard’
	VITEK® 2 controle
	16S rRNA PCR

	
	
	
	

	Y. enterocolitica
	E. coli
	E. coli
	E. coli

	Y. enterocolitica
	E. coli
	E. coli
	E. coli

	Pantoea spp
	E. coli
	E. coli
	S. flexneri

	Y. enterocolitica
	E. coli
	E. coli
	E. fergusonnii (= gelijk aan E.coli)

	Pantoea spp
	E. coli
	E. coli
	E.coli

	A. salmonicida
	E. coli
	E. coli
	E.coli

	A. salmonicida
	E. coli
	E. coli
	E.coli

	Pantoea spp
	E. coli
	E. coli
	X

	K. oxytoca
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	E/ fergusonnii

	B. gladiolo
	S. marcescens
	S. marcescens
	S. marcescens

	B. gladiolo
	S. marcescens
	S. marcescens
	X

	B. mallei
	P. mirabilis
	P. mirabilis
	P. mirabilis

	B. mallei
	P. mirabilis
	P. mirabilis
	X


Tabel 13: VITEK® 2 controle d.m.v. inoculatie vanaf een reinkweek
Hoofdstuk 4. Discussie en Conclusie

In dit onderzoek is de mogelijkheid onderzocht om een geautomatiseerd bloedkweeksysteem te combineren met een geautomatiseerde identificatie en resistentiebepaling systeem door directe inoculatie van positieve bloedkweken. Dit is meerdere malen door verschillende onderzoekers onderzocht, maar deze resultaten verschillen sterk. (18,19)
In dit onderzoek is de nieuwe methode vergeleken met de ‘gouden standaard’ om een snellere determinatie en resistentiebepaling van Enterobacteriaceae en non-fermenters uit positieve bloedkweken te bepalen. De huidige methode werd in dit onderzoek als ‘gouden standaard’ gebruikt. De nieuwe methode bleek in dit onderzoek niet zo specifiek te zijn als de ‘gouden standaard’. De nieuwe methode identificeert Enterobacteriaceae in vergelijking met de ‘gouden standaard’ voor 79,23% tot op het species niveau. Bij directe inoculatie van het VITEK®2 systeem, vertoont 88,57% van de identificatie resultaten overeenkomsten met die van de ‘gouden standaard’.

Voor het kiezen van een nieuw identificatie systeem, geldt dat er 90% overeenkomst moet zijn met het referentiesysteem (‘gouden standaard’) en ten minste een betrouwbaarheid van 95%. Hieruit kan geconcludeerd worden dat onze verkregen resultaten niet acceptabel zijn in vergelijking met de resultaten van de standaard methode en die van eerdere studies. (19,20) 
Inoculatie van het VITEK®2 systeem, direct uit positieve bloedkweekflessen, is een makkelijke methode om mee te werken en deze methode is snel ingezet.
Het voordeel van de directe inoculatie methode is dat de uitslagen van de identificatie binnen enkele uren bekent zijn. De identificatietijd, bij Enterobacteriaceae, voor deze methode varieert tussen 3¾ uur en de 9¾ uur met een gemiddelde van 5 uur, terwijl dit voor de ‘gouden standaard’ 18 tot 24 uur is. Het grootste percentage (34,4%) identificaties was al een bekend tussen de 4 à 5 uur. En ruim 72,9% van de 
identificaties waren al bekend na 6 uur. 
Dit wil zeggen dat positieve bloedkweken die ’s ochtends vroeg worden ingezet, door middel van directe inoculatie, aan het einde van de werkdag al kunnen worden gerapporteerd. Het is dus mogelijk om op diezelfde dag een identificatie uitslag te verkrijgen. Hierdoor kan er adequater en specifieker worden gestart met anti-microbiële therapie. 
Bij inoculatie van non-fermenters direct uit positieve bloedkweken ligt de identificatietijd tussen de 4¾ uur en 7¾ uur. Door middel van directe inoculatie duurde het gemiddeld 6 uur om non-fermenters te identificeren. Het VITEK®2 systeem heeft tussen de 4 à 5 uur 54,8% geïdentificeerd. Hierbij geldt het zelfde principe als bij de Enterobacteriaceae. 
Er bestaat een mogelijkheid om diezelfde dag een identificatie uitslag te rapporteren.
De range-waarden voor de resistentiebepalingen bij Enterobacteriaceae zijn; 4¾ uur en 16½ uur. Het grootste percentage resistenties was bekend tussen de 9 en 10 uur (gemiddelde tijdsduur is 9 uur). Circa 10% van resistentiebepalingen is bekend tussen de 6 en 7 uur. 
Non-fermenter resistentiebepalingen verkregen via het VITEK®2 systeem waren bekend tussen de 11¼ uur en 16¼ uur. Daarvan was 31,0% bekend tussen de 13 en 14 uur. Gemiddeld duurde het 14 uur voor de uitslag van de resistentiebepaling definitief bepaald was. Het is dus vrijwel onmogelijk om een resistentiebepaling te verkrijgen, van zowel Enterobacteriaceae en non-fermenters, op dezelfde dag dat een bloedkweek positief wordt.
De percentages komen overeen met wat er de laatste paar jaren in de literatuur is vermeld over het determineren van Gram-negatieve staven uit positieve bloedkweken met deze twee systemen. [18,19] 
Uit de genotypische determinatie d.m.v. 16S rRNA PCR is gebleken dat de ‘gouden standaard’ het meest specifiek is in het identificeren van Gram-negatieve staven uit bloedkweken. De ‘gouden standaard’ methode identificeert de meeste Gram-negatieve staven tot op het species niveau en heeft het hoogste percentage correcte identificaties. 
Discrepantie tussen de anti-microbiële middelen van de resistentiebepaling kunnen het gevolg zijn van verkeerde interpretatie van de remmingszones bij de ‘gouden standaard’ methode. Het zou ook kunnen dat het gebruikte inoculum, bij bepaalde bepalingen, verkeerd van concentratie was of de concentratie van de gebruikte anti-microbiële middelen niet constant was.
De ‘gouden standaard’ methode is tevens de goedkoopste van beide methoden. En de hands-on tijd van beide methode zijn vrijwel gelijk.

Het verschil in identificatie tussen beide methoden kan het gevolg zijn van bepaalde storingsfactoren uit de bloedkweekflessen. Het VITEK®2 systeem kan namelijk verstoord geraakt zijn door bijvoorbeeld bepaalde stoffen uit bloedkweekflessen of het bloed. Door middel van centrifugatie worden bacteriën, het bloed en aankweekmedium van elkaar gescheiden. Indien het scheiden niet volledig gebeurd kan het mogelijk zijn dat bepaalde factoren mee worden genomen tijdens de volgende stap; inoculatie van het VITEK®2 systeem. Zodra deze factoren in het VITEK®2 systeem terechtkomen, kunnen zij het proces verstoren.
Contaminatie zou ook de oorzaak van diverse discrepanties kunnen zijn. Deze contaminaties kunnen zo minimaal geweest zijn dat deze bij de interpretatie over het hoofd gezien zijn.

De eindconclusie is dat er geen beter determinatiesysteem is voor het identificeren van Enterobacteriaceae en non-fermenters uit positieve bloedkweken. Er zijn veel verschillen in resultaten tussen beide methoden. 
Of het in de toekomst mogelijk is om die bepaalde storingsfactoren te onderdrukken zal onderzocht moeten worden. Dit zou onderzocht kunnen worden door te experimenteren met de centrifugale krachten, waardoor beter scheiding mogelijk is.
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Bijlagen

Bijlage I
Tabel 1: De belangrijkste verwekkers van sepsis.

	Gram-positieve kokken 

	- Staphylococcus aureus a

	- Staphylococcus epidermidis 

	- Streptococcus pneumoniae a

	- Streptococcus pyogenes (ß-haem, groep A) a

	- Streptococcus agalactiae (ß-haem, groep B) a

	- Streptococcen species (overige) a

	- Enterococcus faecalis/faecium 

	Gram-negatieve staven 

	- Escherichia coli 

	- Klebsiella species 

	- Enterobacter species 

	- Serratia species 

	- Proteus species 

	- Acinetobacter species 

	- Pseudomonas species 

	- Bacteroides fragilis 

	- Haemophilus influenzae a

	Gram-negatieve kokken

	- meningokokken a b


Tabel 2: oorzaken van transiënte bacteriëmie 

	Porte d’entrée 
	Beschadiging van het slijmvlies door 
	Kans op transiënte bacteriemie 

	Mondholte
	Bijten op harde voorwerpen
	++

	
	Tandenpoetsen
	++

	
	Tandextractie
	++

	
	Kaagchirurgische ingrepen
	+++

	Bovenste luchtwegen
	Tonsillectomie
	++

	
	Nasotracheale intubatie
	+

	Maagdarm kanaal
	Endoscopie van maag/dunne darm
	+

	
	Colonscopie
	+

	
	Bariumklysma
	+

	
	Leverbiopsie
	+

	Urinewegen
	Urinewegcatheter inbrengen
	+

	
	Urinewegcatheter verwijderen
	++

	
	Cytoscopie
	+

	
	Transurethrale prostatectomie
	++

	Geboortekanaal
	Vaginale geboorte
	+


Tabel 3: Gebruikte anti-microbiële middelen bij Enterobacteriaceae en non-fermenters

	Enterobacteriaceae
	Anti-microbieel middel
	Non-fermenters
	Anti-microbieel middel

	
	Amoxycilline
	
	Tetracycline 80 μg  

	
	Gentamicine 40μg 
	
	Colistine

	
	Cotrimoxazol (trimethoprim + sulfoniamide)
	
	Tazocin (piperacilline + tazobactam)

	
	Trimethoprim
	
	Tobramycine

	
	Colistine
	
	Amikacine

	
	Amikacine
	
	Ceftazidime

	
	Ceftazidime
	
	Imipenem

	
	Cefotaxime
	
	Ciprofloxacin 10μg

	
	Imipenem
	
	Piperacilline 

	
	Ciprofloxacin 10μg
	
	Cotrimoxazol (trimethoprim + sulfoniamide)

	
	Augmentin (amoxicilline + clavulaanzuur)
	
	Meropenem

	
	
	
	Minocycline


Bijlage II: Protocollen
1.1 Inzetschema positieve bloedkweken (Gram-negatieve staven)
	Gramnegatieve staven
	CHOC CO2 
	BA
	CAP CO2
	CLED
	BA Ø
	gBA Ø
	Dir. Res Iso. Sen.
	Dir. Res BA Ø
	Diversen

	Verdenking coliformen (plomp, gas, kapsel)
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	Serie +gentabuizen

	Verdenking nonfermenters (slank)
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	Serie + P/F/42°C + gentabuizen

	Verdenking Haemophilus
	X
	X
	X
	
	X
	X
	X
	X
	


1.2 Interpretatie lange rij
	test
	positief
	negatief

	 
	 
	 

	gluconaat *
	geel-oranje/bruin precipitaat zichtbaar
	blauw-groen heldere kleur zichtbaar

	indol ^
	rode laag ontstaan aan bovenkant van medium
	geen kleur of gele kleur aan bovenkant

	H2S
	zwarte verkleuring zichtbaar
	geen verkleuring

	ureum
	buis wordt roze-rood
	geen kleuromslag (geel)

	lysine
	paars
	geel

	ornithine
	paars
	geel

	malonaat
	medium verkleurt blauw
	medium blijft groen of verkleurt geel

	glucose
	medium verkleurt geel
	medium blijft rood

	lactose
	medium verkleurt geel
	medium blijft rood

	mannitol
	medium verkleurt geel
	medium blijft rood

	inositol
	medium verkleurt geel
	medium blijft rood

	sucrose
	medium verkleurt geel
	medium blijft rood

	citraat
	medium verkleurt blauw
	geen kleuromzetting (groen)

	* Na het toevoegen van een Clinitest-tablet aan het testmedium

^ Na toevoeging van Kovac's reagens


1.3 Determinatieschema Enterobacteriaceae 
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1.4 Stroomdiagram determinatie non-fermenters
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1.5 Enterobacteriaceae afleessjabloon

Enterobacteriaceae: Rosco tabletten op ISO-sensitest agar (14 cm)
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1.6 Non-fermenter afleessjabloon

Non-fermenters: Rosco tabletten op ISO-sensitest agar (14cm)
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1.7 Gebruikte voedingsbodems
Bloedagarplaat (BA)

De bloedplaat is een niet selectief medium voor de primaire kweek. Dit medium wordt gebruikt voor het aantonen van haemolytische activiteit van bacteriestammen. 

Cystine-Lactose-Electrolyt-Deficiënt (CLED)-plaat

De CLED plaat is een niet selectief medium voor de primaire kweek. Het maakt onderscheid tussen verschillende soorten aërobe Gram-negatieve staven op basis van lactosefermentatie en kolonievorm, en gaat het zwermen van Proteus species tegen. Het CLED-medium onderscheidt aërobe Gram-negatieve staven (o.a.) in lactose fermenterende en lactose niet-fermenterende soorten. Lactose fermenterende bacteriën (Escherichia coli) vormen tijdens hun groei zuur uit lactose, waardoor de (blauwe) pH-indicator in het medium omslaat en de kolonie en het omringende medium een gele kleur krijgen. Lactose niet-fermenterende bacteriën veroorzaken geen kleuromslag. Voorbeelden van lactose niet-fermenterende bacteriën zijn, naast o.a. Shigella sp. en Salmonella sp., ook Proteus sp. De meeste P. mirabilis-stammen vertonen op andere media namelijk een over de hele plaat zwermende groei. Eventueel aanwezige andere bacteriesoorten zijn hierdoor vaak niet (of niet rein) te isoleren. Op een CLED-plaat zwermt P. mirabilis niet door de lage elektrolytenconcentratie in dit medium.

Colistine aztreonam plaat (CAP)

Het doel van de CAP is in principe te voorkomen dat Gram-positieve pathogenen (zoals S. aureus en beta-haemolytische streptokokken) worden overgroeid door in de regel snelgroeiende aërobe Gram-negatieve staven. De CAP bevat hiertoe colistine 50.000 E/L en aztreonam 2 mg/L, allebei antibiotica die werkzaam zijn tegen de meest aërobe Gram-negatieve staven, maar helemaal niet tegen Gram-positieve bacteriën. ( Proteus sp. zijn ongevoelig voor colistine, en worden dus geremd door aztreonam. De voordelen van deze antibiotica zijn; werkzaamheid tegen Pseudomonas species, minder resistentie onder Enterobacteriaceae en geen remmend effect op S. aureus. 

Chocoladeplaat

De chocoladeplaat is een niet selectief, verrijkt medium voor de primaire kweek, in het bijzonder voor de kweek van Haemophilus en Neisseria-species.

Bloedplaten met gentamicine (gBA)

De bloedplaat met gentamicine is een medium voor de isolatie van anaërobe bacteriën uit patiëntenmateriaal. Deze plaat heeft de basissamenstelling van BA, waaraan gentamicine in een hoge concentratie (14ųg/ml) is toegevoegd. De opname van gentamicine in bacteriën is afhankelijk van energie verkregen uit de aërobe stofwisseling binnen de cel. Obligaat anaërobe bacteriën hebben geen aërobe stofwisseling, nemen derhalve geen gentamicine op, en worden dus ook niet door gentamicine in hun groei geremd. Facultatief anaërobe bacteriën als coliformen Gram-negatieve staven en Staphylococcus sp. hebben wel aërobe stofwisselingsmechanismen en zijn doorgaans goed gevoelig voor gentamicine. In een anaëroob milieu staat hun aërobe stofwisseling echter noodgedwongen op een laag pitje, zodat gentamicine minder goed werkt dan gewoonlijk, en in hoge concentraties aanwezig moet zijn om groeiremming te bewerkstelligen. 

1.8 Buizen van de laneg rij
Buis 1: Gluconaat

Gluconaat is een van de oxidatieproducten die gevormd worden bij de afbraak van glucose door aërobe bacteriën. Het Gluconaattestmedium bevat kaliumgluconaat dat dient als substraat voor bacteriën die Gluconaat tot 2-ketogluconaat en andere metabolieten kunnen oxideren. Het kaliumgluconaat is geen reducerend bestanddeel maar het 2-ketogluconaat (en andere metabolieten) gevormd uit de gluconaatafbraak wel. Zij kunnen worden aangetoond door een Clinitest-tablet aan het medium toe te voegen. Een Clinitest-tablet bevat o.a. CuSO4 en NaOH. Na toevoegen van dit tablet begint het Gluconaat medium hevig te bruisen waarbij warmte ontwikkeling optreedt. Het CuSO4 wordt gereduceerd tot Cu2O dat door de hitte wordt uitgerecipiteerd waardoor het medium een geel-oranje neerslag krijgt.

Buis 2: Indol vorming + H2S

Met de indol-vorming test onderzoekt men of de bacterie over het enzym typtofanase beschikt om het aminozuur tryptofaan af te splitsen waarbij indol ontstaat.

Het medium (SIM steekagar of WGX bouillon) waarin de indol-vorming getest wordt, dient tryptofaan of pepton te bevatten. Meestal wordt hiervoor een bouillon gebruikt die pepton bevat. De afbraak van pyruvaat levert de benodigde energie op voor de groeiende bacterie via de citroenzuurcyclus. Uit het vrijgekomen ammoniak (NH3) kan de bacterie, gebruik makend van de vrijgekomen energie, nieuwe aminozuren opbouwen. Het gevormde indol kan men aantonen door middel van Kovac’s reagens. Dit reagens bevat p-dimethylaminobenzaldehyde. De aldehyde groep van deze stof vormt samen met indol een rood gekleurde verbinding. Door ethylalcohol in het reagens wordt voldoende indol uit de oplossing geëxtraheerd om een positieve reactie tot stand te brengen. 

tryptofanase 

L-tryptofaan 

------------
 
indol (+ pyruvaat + ammoniak)

H2S:

Met deze buis wordt ook aangetoond of bacteriën enzymen bezitten die zwavel vrijmaken uit zwavelbevattende aminozuren (cysteïne) en andere verbindingen (thiosulfaat) waarbij H2S gevormd wordt. H2S- vormde bacteriesoorten beschikken over het enzym cysteïne-desulhydrase, ook wel cysteinase genoemd. Hierdoor zijn de bacteriën in staat zwavel vrij te maken uit de verschillende organische en anorganische zwavelbronnen als pepton, cysteïne en thiosulfaat. Verschillende soorten bacteriën gebruiken verschillende zwavel bevattende verbindingen. 

Waaneer een dergelijke bacterie in een peptonbevattend medium groeit, maakt het eerst zwavel vrij uit de in pepton aanwezige cysteïne door de werking van bacteriële enzymen. Daarna bindt het vrijgekomen zwavel (S2-) aan waterstof (H+) om H2SA- gas te vormen. Dit gas kan aangetoond worden door zware metalen aan het medium toe te voegen, zodat een onoplosbare metaalsulfideverbinding ontstaat welke een zwart precipitaat vormt. Voor de buis geldt het volgende principe:

Bacteriën in zuur milieu + natriumthiosulfaat  H2S gas

H2S + ijzerionen ---- ijzersulfide ---- onoplosbaar zwart precipitaat 

Buis 3: ureum
Ureum is substraat dat snel gehydrolyseerd wordt. Door de katalytische werking van het enzym urease wordt ureum gehydrolyseerd tot ammoniak. In de oplossing wordt ammoniumcarbonaat gevormd.

N2H4CO + 2H2O - 
2 NH3 + CO2 + H2O --- (NH4)2CO3 

ureum


ammonia


ammoniumcarbonaat
Indicator kleurloos ---- indicator roze-rood

Als indicator wordt fenolrood gebruikt ( pH 6.8-8.4).

Buis 4: Lysine decarboxylase-test

Met de lysine decarboxylase-test wordt gekeken of bacteriën in staat zijn het aminozuur lysine te decarboxyleren onder vorming van basische amine en CO2.

Aminozuur ---- amine + CO2
Bacteriën die specifiek decarboxylase enzymen bezitten kunnen op het carboxyl-eind van een aminozuur ingrijpen. Hierbij wordt een amine of diamine, ammonia en CO2 gevormd, waardoor een alkalisch milieu ontstaat. De amine of diamine is stabiel wanneer deze onder anaërobe condities wordt gevormd. Voor deze condities wordt gezorgd door de reactie in een half vaste agar te laten verlopen.

Er bestaan veel decarboxylase-enzymen. Elk enzym heeft zijn eigen substraat. Als identificatiemiddel worden meestal substraten lysine, ornithine en arginine gebruikt. Bij de werking van lysine decarboxylase enzym op het aminozuur L-lysine worden diamine cadacerine en CO2 gevormd.

Bacteriën worden door een zure omgeving (pH >5.5) gestimuleerd tot de productie van decarboxylerende en dihydrolyserende enzymen. Verbruik van glucose gaat gepaard met aanzuring en veroorzaakt een eerste kleuromslag van paars naar geel. Door het verkrijgen van dit zure milieu kan het aminozuur gedecarboxyleerd worden. Het aminozuur L-lysine wordt met behulp van het lysinedecarboxylase-enzym gedecarboxyleerd tot cadacerine en CO2. Door de vorming van CO2 ontstaat een alkalisch milieu, dat aangetoond wordt door een pH-indicator. De pH indicator bestaat uit broomcresolpaars en cresolrood. De lysinebuis verkleurd bij aanwezigheid van het enzym lysine-decarboxylase van geel nar paars. 

            Omzetting glucose

          decarboxylering aminozuur tot amine en CO2
Paars --------------------- Geel

---------------------------------------- Paars


       Daling pH 





stijging pH

Buis 5: Ornithine decarboxylase test

Met de ornithine decarboxylase-test wordt gekeken of bacteriën in staat zijn het aminozuur ornithine te decarboxyleren onder vorming van basische amines en CO2.

Aminozuur ---- amine + CO2
Bacteriën die specifiek decarboxylase enzymen bezitten kunnen op het carboxyl-eind van een aminozuur ingrijpen. Hierbij wordt een amine of diamine, ammonia en CO2 gevormd, 

waardoor een alkalisch milieu ontstaat. De amine of diamine is stabiel wanneer deze onder anaërobe condities wordt gevormd. Voor deze condities wordt gezorgd door de reactie in een half vaste agar te laten verlopen.

   Omzetting glucose


decarboxylering aminozuur tot amine en CO2
Paars --------------------- Geel

---------------------------------------- Paars


       Daling pH 





stijging pH
Bacteriën worden door een zure omgeving (pH >5.5) gestimuleerd tot de productie van decarboxylerende en dihydrolyserende enzymen. Verbruik van glucose gaat gepaard met aanzuring en veroorzaakt een eerste kleuromslag van paars naar geel. Door het verkrijgen van dit zure milieu kan het aminozuur gedecarboxyleerd worden. Het aminozuur L-ornithine wordt met behulp van het ornithinedecarboxylase-enzym gedecarboxyleerd tot putricine (een diamine) en CO2. Door de vorming van CO2 ontstaat een alkalisch milieu, hierdoor verkleurd de pH indicator (broomcresolpaars en cresolrood) van geel naar paars.

Buis 6: Malonaat

Het malonaatmedium bevat natriummalonaat als praktisch enige koolstofbron en ammoniumsulfaat als enige stikstofbron. Bacteriën die malonaat kunnen gebruiken als enige koolstofbron en tegelijk ook ammoniumsulfaat omzetten geven een verhoging in de pH door de vorming van NaOH. Bij een basisch milieu slaat de indicator om van groen naar blauw.

Buis 7 t/m 11: Suikeromzetting 

Sommige bacteriesoorten beschikken over het vermogen om bepaalde suikers om te zetten in een zuur. Omdat niet elke bacterie dezelfde suikers omzet kan het patroon van gefermenteerde suikers, naast andere tests, gebruikt worden voor de determinatie van betreffende stam. Suikers worden onderverdeeld in monosacchariden, polysacchariden en alcoholen.

Om te onderzoeken of een bacterie en bepaald suiker fermenteert, wordt deze met 1 of enkele kolonies in PBS geresuspendeerd. Hiervan worden enkele druppels in het medium geënt dat het betreffende suiker (1%) bevat. Hieraan is vaak ook pepton toegevoegd. De pH, afhankelijk van het gebruikte medium, is 7.2 – 7.4. Als pH-indicator wordt fenolrood gebruikt die bij zuurvorming een kleuromslag van rood naar geel geeft. Het pepton dat in het medium aanwezig is, kan door bacteriën worden afgebroken. De gevormde producten hebben een alkalisch pH tot gevolg. De zuurvorming bij de suikerfermentatie wordt alleen opgemerkt wanneer de hoeveelheid gevormd zuur uit de suikeroplossing groter is dan de alkalische stoffen gevormd uit de afbraak van het pepton. Naast de zure eindproducten kan er ook gas ontstaan (C02 en H2) dat aan te tonen is met behulp van Durham-buisje. Een Durham is een glazen buisje dat omgekeerd, gevuld met medium, in het medium is geplaatst. Het ontstane gas wordt in het Durham-buisje opgevangen waarbij het gas de plaats van het medium in het buisje inneemt. 

Buis 12: Citraat

Het citraatmedium bevat behalve natriumcitaat als enige koolstofbron, ook ammoniumzouten als (enige) stikstofbron. Organismen die citraat gebruiken als enige koolstofbron, gebruiken ook ammoniumzouten als stikstofbron. Ammoniumzouten worden gesplitst in onder andere ammoniak (NH3), waardoor het milieu basisch wordt. Bij een basisch milieu slaat de indicator broomthymolblauw om naar intens blauw. Dit is bij een pH > 7.6. In deze test wordt het gebruik van citraat dus indirect aangetoond door de splitsing van ammoniumzouten.

Na incubatie werden de uitslagen van de testen genoteerd en vergeleken met het Enterobacteriaceae determinatieschema (bijlage II). Aan de hand van de combinatie van de uitslagen, kon worden nagegaan, om welke Enterobacteriaceae species het ging. Als er aan de hand van het schema geen uitslag kwam werd de bacteriestam de volgende dag vanaf een reinkweek geïnoculeerd in het VITEK2 systeem voor determinatie en een resistentiebepaling.
Bijlage III: Resultaten Enterobacteriaceae
1.1 Enterobacteriaceae: Identificatie uitslagen VITEK®2 en de ‘gouden standaard’
	 
	monster
	typeernr.
	VITEK®2
	Gouden standaard
	opmerking
	 

	1
	1
	hendri1
	E. coli
	E. coli
	 
	 

	2
	2
	hendri2
	E. coli
	E. coli
	 
	 

	3
	3
	hendri4
	E. coli
	E. coli
	 
	 

	4
	4
	hendri7
	K.pneumoniae 
	K.pneumoniae 
	 
	 

	5
	5
	hendri9
	C. freundii
	C. freundii
	 
	 

	6
	6
	hendri10
	E. coli
	E.coli
	 
	 

	7
	8
	hendri14
	E. coli
	E.coli
	 
	 

	8
	10
	hendri16
	E.cloacae
	E.cloacae
	 
	 

	9
	12
	hendri18
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	10
	13
	hendri19
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	11
	15
	hendri21
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	12
	16
	hendri22
	P.mirabilis
	P. mirabilis
	 
	 

	13
	17
	hendri23
	E.aerogenes
	E.aerogenes
	 
	 

	14
	18
	hendri25
	Y.entercolitca groep
	E.coli
	VITEK2 geeft onjuiste uitslag 
	X

	15
	19
	hendri26
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	16
	20
	hendri27
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	17
	21
	hendri28
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	18
	23
	hendri30
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	19
	25
	hendri32
	Unidentified organism
	E.coli
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	20
	26
	hendri33
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	21
	27
	hendri34
	Y.entercolitca groep
	E.coli
	VITEK2 geeft onjuiste uitslag 
	X

	22
	29
	hendri36
	E.fergusonii
	E.fergusonii
	 
	 

	23
	30
	hendri37
	Unidentified organism
	E.fergusonii
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	24
	31
	hendri38
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	25
	33
	hendri40
	K.pneumoniae 
	K.pneumoniae
	 
	 

	26
	34
	hendri41
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	27
	35
	hendri42
	K.oxytoca
	K.oxytoca
	 
	 

	28
	36
	hendri43
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	29
	37
	hendri44
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	30
	38
	hendri45
	E.coli (ESBL +)
	E.coli (ESBL +)
	 
	 

	31
	39
	hendri46
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	32
	40
	hendri47
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	33
	41
	hendri48
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	34
	42
	hendri49
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	35
	43
	hendri50
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	36
	44
	hendri51
	Unidentified organism
	E.coli
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	37
	45
	hendri52
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	38
	46
	hendri53
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	39
	47
	hendri54
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	40
	49
	hendri56
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	41
	50
	hendri57
	E.coli (ESBL)
	E.coli (ESBL)
	 
	 

	42
	51
	hendri58
	E.coli (ESBL)
	E.coli (ESBL)
	 
	 

	43
	52
	hendri59
	E.coli (ESBL)
	E.coli (ESBL)
	 
	 

	44
	53
	hendri60
	E.coli (ESBL)
	E.coli (ESBL)
	 
	 

	45
	54
	hendri61
	E.coli (ESBL)
	E.coli (ESBL)
	 
	 

	46
	55
	hendri62
	Pantoea spp
	E.coli
	VITEK2 geeft onjuiste uitslag
	X

	47
	56
	hendri63
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	48
	57
	hendri64
	Unidentified organism
	K.pneumoniae
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	49
	58
	hendri66
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	50
	59
	hendri67
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	51
	60
	hendri68
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	52
	61
	hendri69
	Aeromonas sobria
	S. marcescens
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	53
	62
	hendri70
	S. marcescens
	S. marcescens
	 
	

	54
	63
	hendri71
	S. marcescens
	S. marcescens
	 
	 

	55
	64
	hendri72
	S. marcescens
	S. marcescens
	 
	 

	56
	65
	hendri73
	S. marcescens
	S. marcescens
	 
	 

	57
	68
	hendri76
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	58
	69
	hendri77
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	59
	70
	hendri78
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	60
	71
	hendri79
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	61
	72
	hendri80
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	62
	73
	hendri81
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	63
	74
	hendri82
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	64
	75
	hendri83
	Unidentified organism
	K.oxytoca
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	65
	76
	hendri84
	K.oxytoca
	K.oxytoca
	 
	 

	66
	77
	hendri85
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	67
	78
	hendri86
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	68
	109
	hendric1
	K. oxytoca
	K. oxytoca
	 
	 

	69
	110
	hendric2
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	70
	111
	hendric3
	Y.entercolitica groep 
	E. cloacae
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	71
	112
	hendric4
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	72
	113
	hendric5
	K. oxytoca
	K. oxytoca
	 
	 

	73
	114
	hendric6
	Unidentified organism
	E. cloacae
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	74
	115
	hendric7
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	75
	116
	hendric8
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	76
	117
	hendric9
	Unidentified organism
	E. cloacae
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	77
	118
	hendric10
	Unidentified organism
	E. cloacae
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	78
	119
	hendric11
	E.aerogenes
	E.aerogenes
	 
	 

	79
	120
	hendric12
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	80
	121
	hendric13
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	81
	122
	hendric14
	Unidentified organism
	E. cloacae
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	82
	124
	hendric16
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	83
	125
	hendric17
	Unidentified organism
	E. cloacae
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	84
	126
	hendric18
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	85
	127
	hendric19
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	86
	128
	hendric20
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	87
	129
	hendric21
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	88
	130
	hendric22
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	89
	131
	hendric23
	K. oxytoca
	K. oxytoca
	 
	 

	90
	132
	hendric24
	Unidentified organism
	E. cloacae
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	91
	133
	hendric25
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	92
	134
	hendric26
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	93
	135
	hendric27
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	94
	136
	hendric28
	Y.entercolitica groep 
	E. cloacae
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	95
	137
	hendric29
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	96
	138
	hendric30
	Unidentified organism
	E. cloacae
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	97
	139
	hendric31
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	98
	140
	hendric32
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	99
	141
	hendric33
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	100
	142
	hendric34
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	101
	143
	hendric35
	E. cloacae
	E. cloacae
	 
	 

	102
	144
	hendrie1
	Pantoea spp
	E.cloacae
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	103
	145
	hendrie2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	104
	146
	hendrie3
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	105
	147
	hendrie4
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	106
	148
	hendrie5
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	107
	150
	hendris1
	S.marcescens
	S.marcescens
	 
	 

	108
	151
	hendris2
	S.marcescens
	S.marcescens
	 
	 

	109
	152
	hendris3
	Salmonella groep 
	S.marcescens
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	110
	153
	hendris4
	S.marcescens
	S.marcescens
	 
	 

	111
	154
	hendris5
	S.marcescens
	S.marcescens
	 
	 

	112
	155
	hendris6
	S.marcescens
	S.marcescens
	 
	 

	113
	156
	hendris7
	S.marcescens
	S.marcescens
	 
	 

	114
	157
	hendris8
	S.marcescens
	S.marcescens
	 
	 

	115
	158
	hendrisalm1
	Salm groep
	salmonella ssp.
	 
	 

	116
	159
	hendriprot
	P. mirabilis
	P. mirabilis
	 
	 

	117
	160
	hen1411-1
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	118
	161
	hen1411-2
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	119
	162
	hen1411-3
	Y. entercolitica groep
	E.coli
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	120
	163
	hen1411-4
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	121
	164
	hen1511-1
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	122
	165
	hen1511-2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	123
	166
	hen1511-3
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	124
	167
	hen1511-4
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	125
	168
	hen1511-5
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	126
	169
	hen1511-6
	Acinetobacter haemolyticus
	P. mirabilis
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	127
	170
	hen1511-7
	K. oxytoca
	K.oxytoca
	 
	 

	128
	171
	hen1511-8
	K. oxytoca
	K.oxytoca
	 
	 

	129
	172
	hen2011-1
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	130
	173
	hen2011-2
	Unidentified organism
	E.coli
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	131
	174
	hen2011-3
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	132
	175
	hen2011-4
	Pantoea spp
	E.coli
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	133
	176
	hen2011-5
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	134
	177
	hen2011-6
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	135
	180
	hen211-3
	Salm. Groep
	P.mirabilis
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	136
	182
	hen211-5
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	137
	183
	hen2311-1
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	138
	184
	hen2311-2
	Unidentified organism
	K. pneumoniae
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	139
	185
	hen2311-3
	Aeromonas salmonicida
	E.coli
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	140
	186
	hen2311-4
	Aeromonas salmonicida
	E.coli
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	141
	187
	hen2311-5
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	142
	188
	hen2311-6
	Pantoea spp
	E.coli
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	143
	189
	hen2811-1
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	144
	190
	hen2811-2
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	145
	191
	hen2811-3
	K. oxytoca
	K.oxytoca
	 
	 

	146
	192
	hen2811-4
	K. oxytoca
	K.pneumoniae
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	147
	194
	hen2911-1
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	148
	195
	hen2911-2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	149
	196
	hen1501-1
	Unidentified organism
	K.oxytoca
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	150
	199
	hen1601-1
	A.baumannii
	A.baumannii
	 
	 

	151
	200
	hen1801-1
	Unidentified organism
	S.marcescens
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	152
	201
	hen1801-2
	Burkholderia gladioli
	S.marcescens
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	153
	202
	hen1801-3
	S.marcescens
	S.marcescens
	 
	 

	154
	203
	hen1801-4
	Burkholderia gladioli
	S.marcescens
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	155
	204
	hen2101-1
	K.pneumoniae
	K.oxytoca
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	156
	205
	hen2201-1
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	157
	206
	hen2201-2
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	158
	207
	hen2201-3
	P.mirabilis
	P.mirabilis
	 
	 

	159
	208
	hen0502-1
	Unidentified organism
	E.coli
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	160
	209
	hen0502-2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	161
	210
	hen0402-2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	162
	213
	hen1302-1
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	163
	214
	hen1302-2
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	164
	215
	hen1302-3
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	165
	216
	hen1302-4
	K. pneumoniae
	K. pneumoniae
	 
	 

	166
	217
	hen1402-1
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	167
	218
	hen1402-2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	168
	219
	hen1402-3
	K.pneumoniae
	K.pneumoniae
	 
	 

	169
	221
	hen0802-2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	170
	222
	hen0802-3
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	171
	223
	hen0802-4
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	172
	224
	hen1202-1
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	173
	225
	hen1202-2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	174
	226
	hen1202-3
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	175
	227
	hen1505-1
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	176
	228
	hen1505-2
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	177
	229
	hen1505-3
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	178
	230
	hen1505-4
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	179
	231
	hen1505-5
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	180
	232
	hen1802-1
	Burkholderia mallei
	P.mirabilis
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	181
	233
	hen1802-2
	Burkholderia mallei
	P.mirabilis
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	182
	234
	hen1802-3
	E.coli
	E.coli
	 
	 

	183
	235
	hen1802-4
	E.coli
	E.coli
	 
	 


1.2 Enterobacteriaceae: antibiotica discrepantie VITEK®2 en ‘gouden standaard’
	 
	 
	Ampicilin
	Gentamicin
	Trimethoprim/sulfa
	Trimethoprim
	Amikacin
	Ceftazidime
	Cefotaxime
	Imipenem
	Ciproflaxacin
	Amoxicillin/CA
	Opmerking

	monster
	typeernr.
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	hendri1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	2
	hendri2
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	3
	hendri4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	4
	hendri7
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	5
	hendri9
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	6
	hendri10
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	7
	hendri11
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Uitslag niet betrouwbaar: meerder soorten aanwezig

	8
	hendri14
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	9
	hendri15
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag

	10
	hendri16
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	11
	hendri18
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	12
	hendri19
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	13
	hendri20
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag (anaerobe staaf)

	14
	hendri21
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 

	15
	hendri22
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	16
	hendri23
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	17
	hendri25
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	ViITEK2 geeft onjuiste uitslag. 

	18
	hendri26
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	19
	hendri27
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	20
	hendri28
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	21
	hendri29
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag (anaerobe staaf)

	22
	hendri30
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	23
	hendri31
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag (anaerobe staaf)

	24
	hendri32
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	25
	hendri33
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	26
	hendri34
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft onjuiste uitslag. 

	27
	hendri35
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag (anaerobe staaf)

	28
	hendri36
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	directe resistentie ontbreekt

	29
	hendri37
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	30
	hendri38
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	31
	hendri39
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag (anaerobe staaf)

	32
	hendri40
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	X
	 

	33
	hendri41
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	34
	hendri42
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	35
	hendri43
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	36
	hendri44
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	37
	hendri45
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	X
	 

	38
	hendri46
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	39
	hendri47
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	40
	hendri48
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	41
	hendri49
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	42
	hendri50
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	43
	hendr51
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag

	44
	hendri52
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	45
	hendri53
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	46
	hendri54
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	47
	hendri55
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag (anaerobe staaf)

	48
	hendri56
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	49
	hendri57
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	50
	hendri58
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	51
	hendri59
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	52
	hendri60
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	53
	hendri61
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	54
	hendri62
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft onjuiste uitslag

	55
	hendri63
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	56
	hendri64
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag

	57
	hendri66
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	58
	hendri67
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	59
	hendri68
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	60
	hendri69
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	61
	hendri70
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	62
	hendri71
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	63
	hendri72
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	64
	hendri73
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	65
	hendri74
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Dit bleek een Staph. spp te zijn. 

	66
	hendri75 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Niet rein

	67
	hendri76
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	X
	 

	68
	hendri77
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	69
	hendri78
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	70
	hendri79
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	71
	hendri80
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	72
	hendri81
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	73
	hendri82
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	74
	hendri83
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	75
	hendri84
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	76
	hendri85
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	77
	hendri86
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	78
	hendric1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	79
	hendric2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	80
	hendric3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	81
	hendric4
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 

	82
	hendric5
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	83
	hendric6
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag

	84
	hendric7
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	85
	hendric8
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	X
	X
	 
	 
	 

	86
	hendric9
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	87
	hendric10
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	88
	hendric11
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	89
	hendric12
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	90
	hendric13
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	X
	 
	 
	 
	 

	91
	hendric14
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	92
	hendric15
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Niet rein

	93
	hendric16
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	94
	hendric17
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	95
	hendric18
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	X
	 
	 
	 
	 

	96
	hendric19
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	97
	hendric20
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	98
	hendric21
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	99
	hendric22
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	100
	hendric23
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	101
	hendric24
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	102
	hendric25
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	103
	hendric26
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	104
	hendric27
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	105
	hendric28
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	106
	hendric29
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	107
	hendric30
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	108
	hendric31
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	109
	hendric32
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	110
	hendric33
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	111
	hendric34
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	112
	hendric35
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	113
	hendrie1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	114
	hendrie2
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	115
	hendrie3
	 
	 
	X
	 
	X
	X
	 
	 
	 
	X
	 

	116
	hendrie4
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	X
	X
	 

	117
	hendrie5
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	X
	 

	118
	hendris1
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	119
	hendris2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	120
	hendris3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	121
	hendris4
	X
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	122
	hendris5
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	123
	hendris6
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	124
	hendris7
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	125
	hendris8
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	126
	hendrisalm
	 
	X
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	127
	hendriprot
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	128
	hen1411-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	129
	hen1411-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	130
	hen1411-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	131
	hen1411-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	132
	hen1511-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	133
	hen1511-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	134
	hen1511-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	135
	hen1511-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	136
	hen1511-5
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	137
	hen1511-6
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	138
	hen1511-7
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	139
	hen1511-8
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	140
	hen2011-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	141
	hen2011-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	142
	hen2011-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	143
	hen2011-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	144
	hen2011-5
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	145
	hen2011-6
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	146
	hen211-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Uitslag niet betrouwbaar: meerder soorten 

	147
	hen211-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Uitslag niet betrouwbaar: meerder soorten 

	148
	hen211-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	149
	hen211-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Uitslag niet betrouwbaar: meerder soorten 

	150
	hen211-5
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	151
	hen2311-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	152
	hen2311-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	153
	hen2311-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	154
	hen2311-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	155
	hen2311-5
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	156
	hen2311-6
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	157
	hen2811-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	158
	hen2811-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	159
	hen2811-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	160
	hen2811-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	161
	hen2911-1
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	162
	hen2911-2
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	163
	hen1501-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	164
	hen1501-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Uitslag niet betrouwbaar: meerder soorten 

	165
	hen1601-1
	X
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	X
	 

	166
	hen1801-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	167
	hen1801-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	168
	hen1801-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 

	169
	hen1801-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	170
	hen2101-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	171
	hen2201-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	172
	hen2201-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	173
	hen2201-3
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	X
	 
	 
	 
	 

	174
	hen0502-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag

	175
	hen0502-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	176
	hen0402-2
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	X
	 

	177
	hen0402-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Uitslag niet betrouwbaar: meerder soorten 

	178
	hen0402-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Uitslag niet betrouwbaar: meerder soorten 

	179
	hen1302-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	180
	hen1302-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	181
	hen1302-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	182
	hen1302-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	183
	hen1402-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 

	184
	hen1402-2
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	X
	 

	185
	hen1402-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	186
	hen0802-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	187
	hen0802-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	188
	hen0802-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	189
	hen1202-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	190
	hen1202-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	191
	hen1202-3
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	192
	hen1505-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	193
	hen1505-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	194
	hen1505-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	195
	hen1505-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	196
	hen1505-5
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	197
	hen1802-1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	198
	hen1802-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag

	199
	hen1802-3
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	200
	hen1802-4
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	totaal blauw
	17
	1
	0
	2
	8
	8
	5
	1
	2
	33
	

	
	totaal rood
	2
	1
	1
	1
	1
	3
	1
	0
	1
	0
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	totaal

	
	totaal
	19
	2
	1
	3
	9
	11
	6
	1
	3
	33
	88

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	 
	>
	deze uitslag telt niet mee voor verder onderzoek
	
	
	
	

	 
	>
	Anti-microbieel middel ontbreekt
	
	
	
	
	
	

	X
	>
	klein verschil (+ ipv +/0 of andersom)
	
	
	
	
	
	

	X
	>
	groot verschil (+ ipv 0 of andersom)
	
	
	
	
	
	


1.3 Enterobacteriaceae: tijdsduur identificatie en resistentie 

	 
	Monster
	Typeernr.
	Identificatie (uur)
	Resistentie (uur)
	Opmerking
	 

	1
	1
	hendri1
	 
	 
	geen tijden genoteerd
	 

	2
	2
	hendri2
	 
	 
	geen tijden genoteerd
	 

	3
	3
	hendri4
	 
	 
	geen tijden genoteerd
	 

	4
	4
	hendri7
	 
	 
	geen tijden genoteerd
	 

	5
	5
	hendri9
	 
	 
	geen tijden genoteerd
	 

	6
	6
	hendri10
	 
	 
	geen tijden genoteerd
	 

	7
	8
	hendri14
	5,00
	5,75
	 
	 

	8
	10
	hendri16
	5,00
	10,00
	 
	 

	9
	12
	hendri18
	5,75
	8,75
	 
	 

	10
	13
	hendri19
	5,75
	7,75
	 
	 

	11
	15
	hendri21
	6,75
	10,00
	 
	 

	12
	16
	hendri22
	4,25
	4,75
	 
	 

	13
	17
	hendri23
	7,75
	9,25
	 
	 

	14
	18
	hendri25
	 
	 
	VITEK2 geeft onjuiste uitslag. 
	X

	15
	19
	hendri26
	8,75
	7,00
	 
	 

	16
	20
	hendri27
	4,75
	7,50
	 
	 

	17
	21
	hendri28
	4,00
	6,75
	 
	 

	18
	23
	hendri30
	4,00
	7,00
	 
	 

	19
	25
	hendri32
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	20
	26
	hendri33
	5,25
	7,25
	 
	 

	21
	27
	hendri34
	 
	 
	VITEK2 geeft onjuiste uitslag. 
	X

	22
	29
	hendri36
	5,25
	16,50
	 
	 

	23
	30
	hendri37
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	24
	31
	hendri38
	5,75
	10,00
	 
	 

	25
	33
	hendri40
	4,00
	7,00
	 
	 

	26
	34
	hendri41
	5,00
	7,00
	 
	 

	27
	35
	hendri42
	9,25
	8,75
	 
	 

	28
	36
	hendri43
	4,75
	8,75
	 
	 

	29
	37
	hendri44
	7,75
	4,75
	 
	 

	30
	38
	hendri45
	4,00
	12,75
	 
	 

	31
	39
	hendri46
	5,75
	8,75
	 
	 

	32
	40
	hendri47
	4,75
	7,50
	 
	 

	33
	41
	hendri48
	9,00
	6,75
	 
	 

	34
	42
	hendri49
	6,75
	11,50
	 
	 

	35
	43
	hendri50
	5,75
	9,00
	 
	 

	36
	44
	hendri51
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	37
	45
	hendri52
	5,75
	9,75
	 
	 

	38
	46
	hendri53
	5,75
	9,75
	 
	 

	39
	47
	hendri54
	8,00
	12,50
	 
	 

	40
	49
	hendri56
	4,75
	10,75
	 
	 

	41
	50
	hendri57
	7,75
	15,25
	 
	 

	42
	51
	hendri58
	5,00
	8,25
	 
	 

	43
	52
	hendri59
	4,75
	9,00
	 
	 

	44
	53
	hendri60
	4,75
	8,50
	 
	 

	45
	54
	hendri61
	5,25
	9,00
	 
	 

	46
	55
	hendri62
	 
	 
	VITEK2 geeft onjuiste uitslag
	X

	47
	56
	hendri63
	4,00
	8,75
	 
	 

	48
	57
	hendri64
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	49
	58
	hendri66
	5,00
	10,50
	 
	 

	50
	59
	hendri67
	4,00
	8,50
	 
	 

	51
	60
	hendri68
	4,25
	9,75
	 
	 

	52
	61
	hendri69
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	53
	62
	hendri70
	4,75
	8,50
	 
	 

	54
	63
	hendri71
	5,75
	10,25
	 
	 

	55
	64
	hendri72
	5,25
	9,00
	 
	 

	56
	65
	hendri73
	4,00
	7,50
	 
	 

	57
	68
	hendri76
	3,75
	6,25
	 
	 

	58
	69
	hendri77
	6,00
	9,50
	 
	 

	59
	70
	hendri78
	4,00
	8,25
	 
	 

	60
	71
	hendri79
	3,75
	8,00
	 
	 

	61
	72
	hendri80
	4,00
	7,00
	 
	 

	62
	73
	hendri81
	4,75
	11,50
	 
	 

	63
	74
	hendri82
	4,75
	7,50
	 
	 

	64
	75
	hendri83
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	65
	76
	hendri84
	9,75
	9,00
	 
	 

	66
	77
	hendri85
	4,25
	8,75
	 
	 

	67
	78
	hendri86
	4,00
	8,75
	 
	 

	68
	109
	hendric1
	6,00
	7,75
	 
	 

	69
	110
	hendric2
	4,75
	8,75
	 
	 

	70
	111
	hendric3
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	71
	112
	hendric4
	4,75
	8,00
	 
	 

	72
	113
	hendric5
	9,75
	9,25
	 
	 

	73
	114
	hendric6
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	74
	115
	hendric7
	5,75
	7,75
	 
	 

	75
	116
	hendric8
	5,25
	12,25
	 
	 

	76
	117
	hendric9
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	77
	118
	hendric10
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	78
	119
	hendric11
	5,00
	9,25
	 
	 

	79
	120
	hendric12
	6,00
	12,00
	 
	 

	80
	121
	hendric13
	6,00
	9,25
	 
	 

	81
	122
	hendric14
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	82
	124
	hendric16
	6,00
	9,00
	 
	 

	83
	125
	hendric17
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	84
	126
	hendric18
	4,75
	9,75
	 
	 

	85
	127
	hendric19
	3,75
	7,00
	 
	 

	86
	128
	hendric20
	3,75
	7,50
	 
	 

	87
	129
	hendric21
	4,25
	9,75
	 
	 

	88
	130
	hendric22
	5,75
	9,50
	 
	 

	89
	131
	hendric23
	9,75
	9,25
	 
	 

	90
	132
	hendric24
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	91
	133
	hendric25
	5,75
	9,25
	 
	 

	92
	134
	hendric26
	5,00
	9,25
	 
	 

	93
	135
	hendric27
	4,75
	10,00
	 
	 

	94
	136
	hendric28
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	95
	137
	hendric29
	5,75
	12,75
	 
	 

	96
	138
	hendric30
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	97
	139
	hendric31
	3,75
	7,25
	 
	 

	98
	140
	hendric32
	4,00
	6,00
	 
	 

	99
	141
	hendric33
	3,75
	6,50
	 
	 

	100
	142
	hendric34
	5,50
	12,50
	 
	 

	101
	143
	hendric35
	4,75
	12,50
	 
	 

	102
	144
	hendrie1
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	103
	145
	hendrie2
	5,00
	8,00
	 
	 

	104
	146
	hendrie3
	4,00
	8,75
	 
	 

	105
	147
	hendrie4
	4,25
	7,25
	 
	 

	106
	148
	hendrie5
	7,00
	6,25
	 
	 

	107
	150
	hendris1
	4,25
	7,75
	 
	 

	108
	151
	hendris2
	5,50
	10,25
	 
	 

	109
	152
	hendris3
	6,75
	11,25
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	110
	153
	hendris4
	4,00
	8,75
	 
	 

	111
	154
	hendris5
	4,25
	8,25
	 
	 

	112
	155
	hendris6
	6,75
	10,00
	 
	 

	113
	156
	hendris7
	4,25
	7,75
	 
	 

	114
	157
	hendris8
	7,00
	6,25
	 
	 

	115
	158
	hendrisalm1
	5,25
	13,50
	 
	 

	116
	159
	hendriprot
	5,75
	7,75
	 
	 

	117
	160
	hen1411-1
	4,25
	5,50
	 
	 

	118
	161
	hen1411-2
	4,00
	6,25
	 
	 

	119
	162
	hen1411-3
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	120
	163
	hen1411-4
	3,75
	6,50
	 
	 

	121
	164
	hen1511-1
	4,75
	10,00
	 
	 

	122
	165
	hen1511-2
	4,75
	5,50
	 
	 

	123
	166
	hen1511-3
	4,75
	9,00
	 
	 

	124
	167
	hen1511-4
	6,75
	8,25
	 
	 

	125
	168
	hen1511-5
	4,00
	6,50
	 
	 

	126
	169
	hen1511-6
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	127
	170
	hen1511-7
	4,25
	9,25
	 
	 

	128
	171
	hen1511-8
	3,50
	7,25
	 
	 

	129
	172
	hen2011-1
	8,00
	12,25
	 
	 

	130
	173
	hen2011-2
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	131
	174
	hen2011-3
	5,00
	9,75
	 
	 

	132
	175
	hen2011-4
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	133
	176
	hen2011-5
	4,75
	9,25
	 
	 

	134
	177
	hen2011-6
	6,75
	9,25
	 
	 

	135
	180
	hen211-3
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	136
	182
	hen211-5
	7,00
	11,50
	 
	 

	137
	183
	hen2311-1
	6,25
	14,75
	 
	 

	138
	184
	hen2311-2
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	139
	185
	hen2311-3
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	140
	186
	hen2311-4
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	141
	187
	hen2311-5
	6,75
	9,50
	 
	 

	142
	188
	hen2311-6
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	143
	189
	hen2811-1
	5,00
	14,75
	 
	 

	144
	190
	hen2811-2
	6,00
	7,50
	 
	 

	145
	191
	hen2811-3
	8,50
	7,50
	 
	 

	146
	192
	hen2811-4
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	147
	194
	hen2911-1
	5,25
	7,25
	 
	 

	148
	195
	hen2911-2
	5,50
	7,25
	 
	 

	149
	196
	hen1501-1
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	150
	199
	hen1601-1
	6,00
	8,00
	 
	 

	151
	200
	hen1801-1
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	152
	201
	hen1801-2
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	153
	202
	hen1801-3
	4,00
	7,25
	 
	 

	154
	203
	hen1801-4
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	155
	204
	hen2101-1
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	156
	205
	hen2201-1
	6,25
	9,00
	 
	 

	157
	206
	hen2201-2
	6,25
	9,75
	 
	 

	158
	207
	hen2201-3
	4,25
	7,25
	 
	 

	159
	208
	hen0502-1
	 
	 
	VITEK2 geeft geen uitslag
	X

	160
	209
	hen0502-2
	6,75
	10,50
	 
	 

	161
	210
	hen0402-2
	5,00
	9,25
	 
	 

	162
	213
	hen1302-1
	3,75
	8,50
	 
	 

	163
	214
	hen1302-2
	3,75
	9,25
	 
	 

	164
	215
	hen1302-3
	6,00
	9,00
	 
	 

	165
	216
	hen1302-4
	6,00
	9,50
	 
	 

	166
	217
	hen1402-1
	5,25
	12,00
	 
	 

	167
	218
	hen1402-2
	5,50
	11,25
	 
	 

	168
	219
	hen1402-3
	3,75
	9,75
	 
	 

	169
	221
	hen0802-2
	5,00
	13,75
	 
	 

	170
	222
	hen0802-3
	4,75
	7,00
	 
	 

	171
	223
	hen0802-4
	5,00
	7,00
	 
	 

	172
	224
	hen1202-1
	5,75
	7,50
	 
	 

	173
	225
	hen1202-2
	6,25
	9,75
	 
	 

	174
	226
	hen1202-3
	4,00
	7,50
	 
	 

	175
	227
	hen1505-1
	5,00
	10,25
	 
	 

	176
	228
	hen1505-2
	5,00
	9,00
	 
	 

	177
	229
	hen1505-3
	5,00
	9,00
	 
	 

	178
	230
	hen1505-4
	6,25
	10,25
	 
	 

	179
	231
	hen1505-5
	6,25
	10,25
	 
	 

	180
	232
	hen1802-1
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	181
	233
	hen1802-2
	 
	 
	VITEK 2 geeft onjuiste uitslag
	X

	182
	234
	hen1802-3
	5,00
	8,75
	 
	 
	Gemiddelde 
	ID
	5 uur

	183
	235
	hen1802-4
	4,75
	9,50
	 
	 
	Gemiddelde ID
	AST
	9 uur


	Gemiddelde 
	ID
	5 uur

	Gemiddelde ID
	AST
	9 uur


1.4 Enterobacteriaceae: Hands-on tijd per bepaling (‘gouden standaard’)
Gemiddelde hands-on tijd per bepaling is: 6 minuten en 18 seconde

	
	minuten
	seconde (s)
	 
	totaal (seconde)

	
	5
	36
	 
	336

	
	4
	35
	 
	275

	
	5
	26
	 
	326

	
	6
	42
	 
	402

	
	8
	27
	 
	507

	
	6
	54
	 
	414

	
	6
	40
	 
	400

	
	5
	39
	 
	339

	
	6
	28
	 
	388

	
	6
	34
	 
	394

	totaal 
	57
	361
	 
	3781


Berekening: 5 minuten en 36 seconde = 300 seconde + 36 = 336 seconde

Totaal van 10 hands-on bepalingen = 3781 seconde  >> gemiddeld is dit per bepaling 3781/10 = 378,1 seconde

378,1 seconde = 6 minuten en 18 seconde per bepaling

1.5 Enterobacteriaceae: kosten identificatie en resistentie m.b.v. ‘gouden standaard’
· Voedingsbodems:

	Voedingsbodem
	prijs (euro) 
	concentratie
	prijs (euro) 
	kosten (euro) 

	 
	per verpakking
	 per 20 liter
	per 20 liter
	per voedingsbodem (20ml)

	Bloedplaat
	 
	 
	 
	 

	Columbia agar base (Oxoid CM331)
	 71,35 (500gram) 
	832 gram
	€  118,73
	 €                                0,119 

	Demi 
	 X 
	20000 ml
	 X 
	 X 

	Schapenbloed (gedef.) (Rottier)
	 26,42 (500ml) 
	1000 ml
	€52,84
	 €                                0,053 

	
	
	
	 totaal 
	 €                                0,172 


	Voedingsbodem
	prijs (euro) 
	concentratie
	prijs (euro) 
	kosten (euro) 

	 
	per verpakking
	 per 20 liter
	per 20 liter
	per voedingsbodem (20ml)

	CLED plaat
	 
	
	
	 

	Brocalin agar (merck 101638)
	 105,81 (500gram) 
	664 gram
	€ 140,52
	€                                0,141

	Agar NO.1 (Oxoid L11)
	 132,42 (500 gram) 
	30 gram
	€7,95
	 €                                0,008 

	Demi 800 ml
	 X 
	20000 ml
	X
	 X 

	
	
	
	totaal
	 €                                0,148 


	Voedingsbodem
	prijs (euro) 
	concentratie
	prijs (euro) 
	kosten (euro) 

	 
	per verpakking
	per 8 liter
	 per 8 liter 
	 per voedingsbodem (20ml) 

	CAP plaat
	 
	 
	
	 

	Columbia agar base (Oxoid CM331)
	 71,35 (500gram) 
	333 gram
	€ 47,52
	 €                                0,119 

	Demi
	 X 
	X
	X
	 X 

	Schapenbloed (gedefibrineerd) (Rottier)
	 26,42 (500ml) 
	500 ml
	€26,42
	 €                                0,066 

	Aztreonam (1mg/ml)
	 403,17 (5 gram) 
	17 ml
	€1,37
	 €                                0,003 

	Polymyxine B (10.000E/ml)
	 33,00 (gram) 
	60 mg
	€1,98
	 €                                0,005 

	
	
	
	totaal
	 €                                0,193 


	Voedingsbodem
	prijs (euro) 
	concentratie
	prijs (euro) 
	kosten (euro) 

	 
	per verpakking
	per 8 liter
	 8 liter 
	 per voedingsbodem (20ml) 

	Chocolade plaat
	 
	 
	
	 

	GC agar base (Oxoid CM367)
	59,58 (500 gram)
	288 gram
	€34,32
	 €                                0,086 

	Demi
	X
	5000 ml
	X
	 X 

	NaOH 1N
	16,34 (250ml)
	16 ml
	€1,05
	 €                                0,003 

	hemoglobine oplossing 3%
	73,05 (500gram)
	81 gram
	€11,83
	 €                                0,030 

	cysteine supplement
	84,37 (100gram)
	80 ml
	€1,70
	 €                                0,004 

	gistdialysaat
	2,526 (200ml)
	200 ml
	€2,53
	 €                                0,006 

	glucose oplossing (50%)
	21,52 (kg)
	80 ml
	€1,72
	 €                                0,004 

	
	
	
	totaal
	 €                                0,133 


	Voedingsbodem
	prijs (euro) 
	concentratie
	prijs (euro)
	kosten (euro) 

	 
	per verpakking
	per 8 liter
	 8 liter 
	 per voedingsbodem (20ml) 

	Bloedplaat met gentamicine
	 
	 
	
	 

	Columbia agar base (Oxoid CM331)
	 71,35 (500gram) 
	333 gram
	€47,52
	 €                                0,119 

	Demi
	X
	8000 ml
	X
	 X 

	Gentamycine oplossing (3000ųg/ml)
	76,64 (20 ml)
	40 ml
	€ 11,50
	 €                                0,029 

	Schapenbloed (gedefibrineerd) (Rottier)
	 26,42 (500ml) 
	500 ml
	€ 26,42
	 €                                0,066 

	
	
	
	totaal
	 €                                0,214 


	Gentamicine stockoplossing
	per 100 ml (3000ųg/ml)
	kosten per 100 ml
	kosten per 40 ml gentamycine oplossing

	gentamicine (40mg/ml)
	7,5 ml
	 €                  28,74 
	 €                      11,50 

	demi
	92,5 ml
	X
	 X 


	petrischalen 9cm 
	 €                                 50,00 

	per 600 stuks
	 

	per stuk
	 €                                 0,083 


· Totale kosten Enterobacteriaceae en non-fermenter identificatie:
	Voedingsbodems:
	

	Voedingsbodems 
	kosten per plaat

	 
	

	Bloedplaat
	€ 0,17

	CLED plaat
	€ 0,15

	CAP plaat
	€ 0,19

	Chocolade plaat
	€ 0,13

	Bloedplaat (Ǿ)
	€ 0,17

	Bloedplaat met getamicine(Ǿ)
	€ 0,21

	Totaal
	€ 1,03

	Lange rij:
	

	Medium
	kosten per buis

	 
	

	Gluconaat
	€ 0,01

	Indol
	€ 0,02

	Ureum
	€ 0,002

	Lysine
	€ 0,09

	Ornithine
	€ 0,09

	Malonaat
	€ 0,02

	Glucose
	€ 0,01

	Lactose
	€ 0,01

	Mannitol
	€ 0,01

	Inositol
	€ 0,01

	Sucrose
	€ 0,01

	Citraat
	€ 0,02

	Totaal
	€ 0,31

	Medium
	prijs per buis

	ISO-sensitest agar
	

	zonder gentamicine
	€ 0,03

	ISO-sensitest agar met 
	

	1,5μg/ml gentamicine
	€ 0,03

	ISO-sensitest agar met 
	

	4μg/ml gentamicine
	€ 0,03

	totaal
	€ 0,09


	Resistentie: (anti-microbiële middelen)
	

	Anti-microbieel middel
	kosten per tablet

	 
	

	Amoxycilline*
	€ 0,07

	Gentamicine (40ųg)*
	€ 0,22

	Cotrimoxazol (trimethoprim+sulfonamide)*
	€ 0,07

	Trimethoprim*
	€ 0,07

	Colistine
	€ 0,07

	Amikacine
	€ 0,07

	Ceftazidime
	€ 0,08

	Ceftazidime+clavulaanzuur
	€ 0,22

	Cefotaxime
	€ 0,08

	Imipenem
	€ 0,07

	Ciprofloxacin (10ųg)
	€ 0,07

	Augmentin (amoxicilline+clavulaanzuur)
	€ 0,07

	Totaal
	€ 1,16


	Resistentieplaat:
	

	Voedingsbodem
	kosten per voedingsbodem 

	ISO-sensitest agar (14cm)
	€ 0,35

	Totaal
	€ 0,35


	Totale kosten goudens standaard Enterobacteriaceae:

	Voedingsbodems (media)
	€ 1,03

	Voedingsbodems (6 X petrischalen 9cm)
	€ 0,50

	Lange rij (media)
	€ 0,31

	lange rij (buizen x 12)
	€ 1,20

	genta buizen (media)
	€ 0,09

	genta buizen (buizen x 3)
	€ 0,30

	Anti-microbiële middelen 
	€ 1,16

	Resistentieplaat (media)
	€ 0,35

	Resistentieplaat (petrischaal 14cm)
	€ 0,34

	Totaal
	€ 5,28


Bij non-fermenter identificatie komt er 31 eurocent bij voor P en F medium
Bijlage IV: Resultaten non-fermenters
1.1 Non-fermenters: Identificatie uitslagen VITEK®2 en de ‘gouden standaard’

	monsternr.
	typeer nr.
	Gouden standaard 
	Vitek 2 
	 

	0
	hendri15
	S.maltophilia
	unidentified organism
	VITEK 2 geeft geen uitslag

	1
	hendri17
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	2
	hendripsa1
	P. aeruginosa
	unidentified organism
	VITEK 2 geeft geen uitslag

	3
	hendripsa2
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	4
	hendripsa3
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	5
	hendripsa4
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	6
	hendripsa5
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	7
	hendripsa6
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	8
	hendripsa7
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	9
	hendripsa8
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	10
	hendripsa9
	P. aeruginosa
	unidentified organism
	VITEK 2 geeft geen uitslag

	11
	hendripsa10
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	niet rein

	12
	hendripsa11
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	13
	hendripsa12
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	14
	hendripsa13
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	15
	hendripsa14
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	16
	hendripsa15
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	17
	hendripsa16
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	18
	hendripsa17
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	19
	hendripsa18
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	20
	hendripsa19
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	21
	hendripsa20
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	22
	hendripsa21
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	23
	hendripsa22
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	24
	hendripsa23
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	25
	hendripsa24
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	26
	hendripsa25
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	27
	hendripsa26
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	28
	hendripsa27
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	29
	hendripsa28
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	resitentie (not final)

	30
	hendripsa29
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	geen resistentie

	31
	hendripsa30
	P. aeruginosa
	P. aeruginosa
	 

	32
	hendripsemal1
	S.maltophilia
	P.fluorescens
	VIITEK 2 geeft verkeerde uitslag


1.2 Non-fermenters: antibiotica discrepantie VITEK®2 en ‘gouden standaard’
  

	 
	 
	Trimetrophim/sulfa
	Amikacin
	Ceftazidime
	Imipenem
	meropenem
	Ciprofloxacin
	Piperacillin
	Piperacillin/tazobac
	Tobramycin
	Opmerking
	

	9
	hendri15
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	11
	hendri17
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	
	 

	76
	hendripsa1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	77
	hendripsa2
	 
	 
	X
	X
	X
	 
	X
	 
	X
	 
	 

	78
	hendripsa3
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 

	79
	hendripsa4
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	80
	hendripsa5
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	81
	hendripsa6
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	82
	hendripsa7
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	83
	hendripsa8
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	84
	hendripsa9
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	VITEK 2 geeft geen uitslag
	X

	85
	hendripsa10
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Niet rein
	X

	86
	hendripsa11
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	X
	X
	 
	 
	 

	87
	hendripsa12
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	88
	hendripsa13
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	X
	 
	 
	 

	89
	hendripsa14
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	X
	 
	 
	 

	90
	hendripsa15
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	91
	hendripsa16
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	92
	hendripsa17
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	93
	hendripsa18
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	94
	hendripsa19
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Meropenem ontbreekt
	X

	95
	hendripsa20
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	96
	hendripsa21
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	97
	hendripsa22
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	98
	hendripsa23
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	99
	hendripsa24
	X
	X
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	X
	 
	 

	100
	hendripsa25
	X
	X
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	101
	hendripsa26
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	102
	hendripsa27
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	103
	hendripsa28
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Resitentie (not final) 
	X

	104
	hendripsa29
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Geen resistentie
	X

	105
	hendripsa30
	X
	 
	 
	X
	X
	 
	X
	 
	X
	 
	 

	146
	psemal1
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Vitek 2 geeft verkeerde uitslag
	 

	193
	hen2811-6
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	197
	hen1501-2
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	220
	hen0802-1
	 
	 
	 
	X
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


1.3 Non-fermenters: tijdsduur identificatie en resistentie 

	monsternummer
	typeer nr.
	identificatie
	resistentie
	 

	0
	hendri15
	5,25
	11,25
	psa

	1
	hendri17
	 
	 
	Vitek 2 geeft geen uitslag (psemal)

	2
	hendripsa1
	 
	 
	Vitek2 geeft geen uitslag

	3
	hendripsa2
	7,75
	15,50
	psa

	4
	hendripsa3
	7,75
	13,25
	psa

	5
	hendripsa4
	7,75
	15,25
	psa

	6
	hendripsa5
	7,75
	14,00
	psa

	7
	hendripsa6
	4,75
	13,00
	psa

	8
	hendripsa7
	7,75
	15,00
	psa

	9
	hendripsa8
	5,50
	14,50
	psa

	10
	hendripsa9
	 
	 
	Vitek 2 geeft geen uitslag (psa)

	11
	hendripsa10
	 
	 
	niet rein

	12
	hendripsa11
	7,75
	15,75
	psa

	13
	hendripsa12
	4,75
	12,75
	psa

	14
	hendripsa13
	7,75
	15,75
	psa

	15
	hendripsa14
	7,75
	14,50
	psa

	16
	hendripsa15
	7,75
	15,50
	psa

	17
	hendripsa16
	4,75
	13,00
	psa

	18
	hendripsa17
	4,75
	12,75
	psa

	19
	hendripsa18
	4,75
	12,50
	psa

	20
	hendripsa19
	4,75
	13,50
	psa

	21
	hendripsa20
	4,75
	13,00
	psa

	22
	hendripsa21
	4,75
	16,25
	psa

	23
	hendripsa22
	4,75
	12,75
	psa

	24
	hendripsa23
	4,75
	12,75
	psa

	25
	hendripsa24
	4,75
	13,25
	psa

	26
	hendripsa25
	4,75
	13,00
	psa

	27
	hendripsa26
	4,75
	13,50
	psa

	28
	hendripsa27
	4,75
	12,75
	psa

	29
	hendripsa28
	7,75
	 
	resistentie (not final)

	30
	hendripsa29
	4,75
	 
	geen resistentie

	31
	hendripsa30
	4,75
	15,50
	psa

	32
	hendripsemal1
	 
	 
	Vitek 2 geeft geen uitslag (psemal)

	33
	hen2811-6
	4,75
	12,50
	 

	34
	hen1501-2
	5,75
	15,25
	 

	35
	hen0802-1
	7,00
	13,25
	 


	gemiddelde
	6
	14


1.4 Kosten VITEK®2 
	Materiaalkosten per VITEK 2 bepaling:
	
	
	

	
	
	
	

	Materiaal
	aantal stuks
	kosten (euro)
	kosten per bepaling (euro)

	BD Vacutainer (gelbuizen)
	100
	 €                   13,24 
	 €                                 0,13 

	polystyreenbuizen
	2000
	 €                   77,00 
	 €                                 0,04 

	Saline solution (doos a 3 flesjes van 500ml)

 (3ml per bepaling)
	500
	 €                   25,50 
	 €                                 0,05 

	Dopjes polystyreen buizen
	5000
	 €                  226,20 
	 €                                 0,05 

	Vitek 2 GN card 
	20
	 €                   87,00 
	 €                                 4,35 

	Vitek 2 AST-NO48 card
	20
	 €                   87,00 
	 €                                 4,35 

	Pipeteer/diluteer accessoires kit
	345
	 €                  151,17 
	 €                                 0,05 

	0,45% sodium chloride injection usp 1000 ml
	12
	 €                  119,00 
	 €                                 0,03 

	
	
	Totaal
	 €                                 9,05 
































Aantal resistenties – ( A+B)


C = ------------------------------x 100
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