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inleiding
De prevalentie van atopische aandoeningen in de 
westerse samenleving is de afgelopen jaren sterk ge-
stegen. Een van de mogelijke verklaringen hiervoor 
is de afgenomen microbiële stimulatie van het zich 
ontwikkelende immuunsysteem bij jonge kinderen. 
De humane darmflora bestaat uit ongeveer 1014 bac-
teriën, die onderverdeeld kunnen worden in meer 
dan 500 verschillende soorten. De darmflora is 
kwantitatief gezien de belangrijkste bron van mi-
crobiële stimulatie en draagt mogelijk bij aan de 
postnatale ontwikkeling van het immuunsysteem 
en met name de tolerantie-inductie. De darmflora-
hypothese oppert dan ook dat een verandering in de 
samenstelling van de darmflora van westerse kinde-
ren (mede)verantwoordelijk is voor de stijging van 
atopische aandoeningen.1,2

De onderzoeken die in dit proefschrift worden be-
schreven, hadden als doel de samenstelling van de 
darmflora van kinderen in kaart te brengen, om 
vervolgens te bestuderen welke externe factoren de 
darmflora beïnvloeden en wat de rol van de darm-
flora is bij het ontstaan van atopische aandoeningen.

koala-onderzoek
Alle onderzoeken waren ingebed in het Kind, Ou-
der en gezondheid: Aandacht voor Leefwijze en 
Aanleg (KOALA)-geboortecohortonderzoek, een 
longitudinale cohortstudie naar het ontstaan van 

atopische aandoeningen.3 In totaal zijn 2.834 zwan-
gere vrouwen geworven. Door middel van herhaalde 
vragenlijsten zijn gegevens verzameld gedurende de 
zwangerschap en de eerste 2 levensjaren van het 
kind. Aan een subgroep van de deelnemers werd 
toestemming gevraagd om lichaamsmateriaal af te 
nemen, waaronder ontlasting van het kind op de 
leeftijd van 1 maand en bloed op de leeftijd van 1 
en 2 jaar. Verder werd toestemming gevraagd om 
het kind op 2-jarige leeftijd te onderzoeken op de 
aanwezigheid van atopisch eczeem.

kweekonafhankelijke karakterisering van 
darmflora
Met kweekonafhankelijke moleculaire technieken 
kunnen ook niet-kweekbare bacteriën worden ge-
detecteerd. Bovendien is het niet nodig om de ont-
lasting anaëroob te verzamelen en te verwerken en 
kunnen de monsters worden ingevroren alvorens ze 
worden geanalyseerd. 
Voor de kwantitatieve bepaling van Bifidobacterium 
spp., Clostridium difficile en species van de Bacteroides 
fragilis-groep in de ontlasting, zijn 16S rDNA-geba-
seerde real-time PCR’s ontwikkeld en gevalideerd. 
Daarnaast zijn ook de fecale concentraties van Esche-
richia coli en Lactobacillus spp. met behulp van deze 
techniek bepaald. De geëvalueerde PCR’s bleken zeer 
specifiek en gevoelig, en leverden betrouwbaardere 
resultaten op dan de traditionele kweekmethoden.4  
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factoren die van invloed zijn op de 
darmflorasamenstelling
In de eerste levensfase vinden grote veranderingen 
in de darmflorasamenstelling plaats. De totstandko-
ming van de darmflora begint direct na de geboorte, 
wanneer de darmen van het kind gekoloniseerd wor-
den door bacteriën die afkomstig zijn van de moeder 
en de omgeving. We hebben de invloed van een breed 
scala aan externe factoren op de darmflorasamenstel-
ling van 1.032 jonge kinderen onderzocht.
Kinderen die geboren zijn in het ziekenhuis, en met 
name via een keizersnede, hadden een minder gunstige 
darmflora (lagere aantallen gezondheidsbevorderende 
bifidobacteriën en hogere aantallen van de potentieel 
pathogene C. difficile) dan kinderen die op natuurlijke 
wijze (vaginaal) thuis waren geboren. Ook premature 
kinderen hadden een minder gunstige darmflora dan 
voldragen kinderen. Daarnaast hadden ook flesvoe-
ding, antibioticagebruik en ziekenhuisopname een 
negatieve invloed op de darmflorasamenstelling.5 

Darmflora en allergie
In 2 verschillende studies werd, met verschillende mo-
leculaire technieken, de rol van de darmflora op de 
ontwikkeling van atopie bestudeerd. De eerste studie 
betrof een patiënt-controleonderzoek dat genest was in 
het KOALA-cohort. In dit onderzoek werd de samen-
stelling van de darmflora op de leeftijd van 1 maand 
vergeleken van 26 kinderen die tijdens hun eerste le-
vensjaar werden gesensitiseerd en bovendien eczeem 
ontwikkelden (atopisch eczeem) met de darmflora 
van 52 niet-gesensitiseerde kinderen zonder eczeem.6
Door de ontlastingmonsters te analyseren met be-
hulp van PCR gecombineerd met ‘denaturating 
gradient gel electrophoreses’ (PCR-DGGE), werd 
een bandenpatroon van de microbiële genetische di-
versiteit verkregen. Een associatie werd niet gevon-
den tussen de ontwikkeling van IgE-geassocieerd 
eczeem en de darmflorasamenstelling in zijn geheel 
(totale bacteriële bandenpatronen). Ook werd geen 
associatie gevonden tussen atopisch eczeem en de 
verschillende soorten en proportie van bifidobacte-
riën. Één specifiek bandje bleek echter vaker voor te 
komen bij kinderen met atopisch eczeem dan bij de 
kinderen zonder atopisch eczeem. Identificatie ont-
hulde dat dit bandje E. coli representeerde. 
De tweede studie betrof een onderzoek naar de sa-
menstelling van de darmflora (met behulp van real-
time PCR) van bijna 1.000 kinderen en de ontwik-
keling van atopische symptomen en sensitisatie in 
de eerste 2 levensjaren.7 
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., en bacteriën 

behorende tot de B. fragilis-groep waren niet geas-
socieerd met de ontwikkeling van atopie. De aanwe-
zigheid van E. coli in de darmflora was geassocieerd 
met een groter risico op het ontwikkelen van eczeem. 
Dit risico nam toe naarmate de aantallen E. coli in de 
ontlasting hoger waren. Kinderen die waren gekolo-
niseerd met C. difficile hadden een toegenomen risico 
op het ontwikkelen van eczeem, piepen op de borst en 
allergische sensitisatie. Verder bleek de aanwezigheid 
van C. difficile in de darmflora ook geassocieerd te zijn 
met een klinische diagnose van atopisch eczeem (‘UK 
Working Party’ criteria). 

conclusie
Het KOALA-onderzoek is het eerste prospectieve 
geboortecohort, waarin moleculaire methoden zijn 
toegepast om de microbiële samenstelling van een 
groot aantal ontlastingmonsters te bepalen. Door het 
uitvoeren van een longitudinale studie en het analy-
seren van de darmflora van kinderen op zeer jonge 
leeftijd, kon aangetoond worden dat verschillen in de 
samenstelling van de darmflora voorafgingen aan de 
ontwikkeling van atopische manifestaties. Hierdoor 
kon de mogelijkheid van omgekeerde oorzakelijkheid  
worden uitgesloten.
De bevindingen in dit proefschrift ondersteunen de 
hypothese dat de darmflora een rol speelt bij de ont-
wikkeling van atopische aandoeningen. De etiologie 
van atopische aandoeningen lijkt echter multifacto-
rieel en veranderingen in de samenstelling van de 
darmflora zijn waarschijnlijk slechts één van de fac-
toren die een rol spelen bij de toename van atopische 
aandoeningen. Toch is de darmflora een interessant 
en geschikt doelwit voor interventie. Wanneer meer 
inzicht verkregen kan worden in de manier waarop 
bacteriën en hun producten ons immuunsysteem 
helpen te ontwikkelen, zou dit wellicht na kunnen 
worden gebootst (bijvoorbeeld met pro- en/of pre- 
biotica) zonder dat onze hygiënische westerse le-
vensstijl opgegeven hoeft te worden.
De ontwikkeling van atopische aandoeningen is 
niet alleen van omgevingsfactoren (zoals de darm-
flora), maar ook van genetische factoren afhanke-
lijk. Waarschijnlijk is het een wisselwerking tus-
sen genetische en omgevingsfactoren vroeg in het 
leven, die de atopische status van iemand bepaalt. 
Afhankelijk van de genetische gevoeligheid van een 
persoon kan het dus zijn dat het effect van darm-
bacteriën op de ontwikkeling van atopie verschilt. 
Gen-omgevingsinteracties zijn dan ook de volgende 
stap in het onderzoek naar de rol van de darmflora 
bij het ontstaan van atopische aandoeningen.8
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