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Voorwoord

Voorwoord

In 2006 heeft de Nederlandse Vereniging voor Medische Microbiologie (NVMM) een
richtlijn gepubliceerd voor de laboratoriumdiagnostiek van tuberculose (http://www.
nvmm.nl/richtlijnen). Deze is in nauwe samenwerking met GGD-artsen tuberculose-
bestrijding en met afgevaardigden uit de Nederlandse Vereniging Artsen Longziekten
en Tuberculose (NVALT), Koninklijke Nederlandse Centrale Vereniging tot bestrijding
der Tuberculose (KNCV), Nederlandse Internisten Vereniging (NIV) en het Rijksin-
stituut voor Volksgezondheid en Milieu (RIVM) tot stand gekomen. De tuberculose-
diagnostiek in Nederland kreeg verder aandacht tijdens internationale visitaties in
2003, 2008 en 2013. In 2012 is er een aparte richtlijn gemaakt voor het veilig wer-
ken met mycobacterién (Veilig werken aan betere kwaliteit: Laboratoriumdiagnostiek
van Tuberculose in de praktijk, NVMM/CIb). Er is een Nationaal Plan Tuberculose-
bestrijding (2011-2015) opgesteld met een aantal aanbevelingen. Het doel van dit
plan is om bij een dalende incidentie van tuberculose toch een optimale tuberculose-
bestrijding in Nederland na te streven. In dit plan wordt voor gebruik van het juiste
inperkingsniveau (BSL3) en voor een schaalvergroting gepleit. Er wordt ook gepleit
voor instelling van een officieel nationaal referentielaboratorium en voor de ontwik-
keling van een gestructureerd netwerk voor de diagnostiek van tuberculose, met een
beperkt aantal laboratoria en goede kwaliteitsbewaking, zowel intern als extern.

In 2012 heeft een enthousiaste groep artsen-microbioloog en moleculair microbio-
logen besloten de richtlijn van 2006 bij te werken, in samenwerking met de bovenge-
noemde organisaties. Omdat inmiddels ook de nontuberculeuze mycobacterién in
toenemende mate worden herkend als verwekkers van ziekte, is in deze richtlijn ook
de isolatie, identificatie en antimicrobiéle gevoeligheid van deze groep mycobacte-
rien opgenomen. De interferon-gamma release assays hebben een vaste plaats in
de Nederlandse tbc-bestrijding gekregen en voor de laboratoriumuitvoering is een
(nieuw) hoofdstuk in deze richtlijn gereserveerd.

Het verschijnen van deze richtlijn valt samen met de nieuwe uitgave van het “Hand-
boek Tuberculose” in 2015 (KNCV, Tuberculosefonds, Commissie voor Praktische Tu-
berculosebestrijding). In dit handboek is informatie te vinden over de organisatie
van de Nederlandse tbc-bestrijding, de wetgeving, de melding en surveillance en
de epidemiologie. Het handboek bevat een groot aantal veranderingen ten opzichte
van de vorige editie uit 2008 en is te downloaden op: http://www.kncvtbc.nl/sites/
publickncv.antenna.nl/files/regelgeving/10.300.pdf.
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Voorwoord
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Hoofdstuk 1 - Inleiding

Algemene inleiding

Het genus Mycobacterium bevat drie hoofdgroepen; het M. tuberculosis-complex, M.
leprae, en de zogenaamde nontuberculeuze mycobacterien (NTM).

Tuberculose wordt meestal veroorzaakt door Mycobacterium tuberculosis, één van de
subspecies van het M. tuberculosis-complex. Met de huidige moleculaire technieken
kunnen alle subspecies relatief makkelijk worden geidentificeerd. Andere subspecies
dan M. tuberculosis zijn de minder vaak gevonden M. africanum, M. bovis, M. bovis
caprae, M. canetti, M. oryxis, M. bovis BCG, M. pinnipedi, M. mungii en M. microti.
Het is vooral vanwege de verschillen in de epidemiologie van de mycobacterién van
de diverse subspecies, maar ook in het kader van de verschillende gevoeligheid voor
pyrazinamide dat een onderscheid van belang is.

Figuur 1.1 Aantal patiénten met tuberculose, 1972-2013 (bron: RIVM surveil

Aantal tbc-patiénten

lance r. rt, 2014)

3.000
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e nieuw e eerder tuberculose e totaal

Het aantal tbc-patiénten in Nederland is in de laatste tien jaar met 38% gedaald (zie
Figuur 1.1). In 2013 is in Nederland bij ongeveer 850 mensen tuberculose gediagnos-
tiseerd (Tuberculose in Nederland 2013; RIVM surveillance rapport; Slump E, Erkens

CGM, van Hunen R, de Vries G, Schimmel HJ], van Soolingen). Dit is een daling ten
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Hoofdstuk 1 - Inleiding

opzichte van 2012, toen 962 patiénten werden gemeld. Nederland behoort daarmee
tot de landen met de laagste tbc incidentie in Europa en de wereld. Tuberculose komt
in Nederland vaker voor bij personen geboren in het buitenland (eerstegeneratie-
allochtonen) en tweedegeneratieallochtonen Bijna 75% van het aantal tbc-patiénten
in 2013 is geboren in het buitenland. Het aantal patiénten met multiresistente tu-
berculose in Nederland schommelt de laatste vijf jaar tussen de 1-2% per jaar. Alle
MDR-tbc-patiénten in 2013 waren afkomstig uit het buitenland.

In de NTM kunnen thans tenminste 150 species onderscheiden worden, waarvan de
meeste in ons milieu kunnen worden aangetroffen. Hoewel de incidentie van tu-
berculose in veel landen daalt, neemt de incidentie van infecties door NTM juist toe.
Gebaseerd op het aantal inzendingen naar het RIVM, werd In Nederland de incidentie
geschat op 1,7/100.000/jaar (J van Ingen, proefschrift 2009 Nijmegen; Nontubercu-
lous mycobacteria; from gene sequences to clinical relevance).

Werkwijze van de werkgroep

We volgen de aanbevelingen van de NVMM richtlijn, waarvan het initiatief voor ontwik-
keling en beheer onder auspicién van de NVMM valt, én die direct betrekking heeft op
de medische vakinhoudelijke beroepsuitoefening van NVMM leden, én die het volle-
dige protocol van ontwikkeling, autorisatie en revisie van de NVMM heeft doorlopen.
Bij de opstelling van de richtlijn is de benadering van “evidenced based richtlijn
ontwikkeling (EBRO)” gekozen waarin de systematische literatuuranalyse centraal
staat. Voor de diverse onderwerpen van de richtlijn zijn subgroepen gevormd die
volgens het CBO-richtlijnformaat (http://www.diliguide.nl) de literatuur hebben ver-
zameld van 2007 tot 2013. Er zijn uitgangsvragen en zoekvragen geformuleerd die
zijn besproken met alle leden van de werkgroep. De kwaliteit van de artikelen is door
werkgroepleden beoordeeld en de geselecteerde artikelen zijn vervolgens gegrad-
eerd naar de mate van het gewicht van bewijs (GRADE waarderingssysteem). De
werkgroep heeft gebruik gemaakt van meta-analyses, systematische reviews en van
reeds bestaande internationale (IUATLD, ASM en CDC) richtlijnen. Voor literatuurzoe-
kacties werd gebruik gemaakt van Medline, Pubmed en de database van het Cochrane
Center. Na analyse van de literatuur zijn de gegevens ingedeeld naar de mate van
bewijskracht (level of evidence). Hieruit volgden de conclusies en aanbevelingen.

Voor de beoordeling van het niveau en formulering van conclusies en aanbevelingen
is de volgende gradering (EBRO methodiek) aangehouden:
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1. Ondersteund door tenminste twee onafhankelijk van elkaar uitgevoerde
studies van niveau Al of A2 of een meta-analyse (Al).

2. Ondersteund door tenminste twee onafhankelijk van elkaar uitgevoerde

onderzoeken van niveau B.

Niet ondersteund door voldoende onderzoek van niveau A of B.

4. Advies op grond van de mening van de werkgroepleden of van niveau D lite-
ratuur.

w

De volgende indeling (EBRO methodiek) is gebruikt voor de methodologische kwa-
liteit van de individuele studies:

Al. Systematische reviews die tenminste enkele onderzoeken van A2-niveau betreffen, waarbij de resul-
taten van afzonderlijke onderzoeken consistent zijn.

A2. Onderzoek ten opzichte van een referentietest, waarbij van tevoren criteria zijn gedefinieerd voor de
te onderzoeken test en voor een referentietest, met een goede beschrijving van de test en de onder-
zochte klinische populatie:

* het moet een voldoende grote serie van opeenvolgende patiénten betreffen

o er moet gebruik zijn gemaakt van tevoren gedefinieerde afkapwaarden

o de resultaten van de test en de ‘gouden standaard’ moeten onafhankelijk zijn beoordeeld

Bij situaties waarbij multipele, diagnostische tests een rol spelen, is er in principe een onderlinge af-
hankelijkheid en dient de analyse hierop te zijn aangepast, bijvoorbeeld met logistische regressie.

B. Vergelijking met een referentietest, beschrijving van de onderzochte test en populatie, maar niet de
kenmerken die verder onder niveau A staan genoemd

C. Niet-vergelijkend onderzoek

D. Mening van deskundigen, bijvoorbeeld de werkgroepleden

Financiéle belangenverstrengeling/onafhankelijkheid werkgroepleden

Voor ontwikkeling van deze richtlijn werd financiering verkregen van de NVMM. Alle
werkgroepleden hebben verklaard de afgelopen 3 jaar niet actief te zijn geweest in
relatie tot het onderwerp van de richtlijn, waarbij er sprake was van sponsoring door
de industrie. Er is geen sprake van belangenverstrengeling die bijdrage van individu-
ele werkgroepleden aan de ontwikkeling van deze richtlijn in de weg staat.
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Hoofdstuk 1 - Inleiding

Doelgroepen

De primaire doelgroep van deze richtlijn is de leden van de NVMM. De richtlijn is
samengesteld met andere beroepsgroepen en extern deskundigen van public health
(GGD), de Nederlandse Vereniging Artsen Longziekten en Tuberculose (NVALT),
Koninklijke Nederlandse Centrale Vereniging tot bestrijding der Tuberculose KNCV-Tu-
berculosefonds, Nederlandse Internisten Vereniging NIV en het Rijksinstituut voor
Volksgezondheid en Milieu (RIVM).

Omdat de NVMM richtlijnen en revisietermijn van maximaal 5 jaar kennen, blijft de
samenstelling van de werkgroep gehandhaafd gedurende de revisietermijn van de
richtlijn. De werkgroepleden beoordelen de noodzaak tot het reviseren van een richt-
lijn en de aanbevelingen op basis van nieuwe of praktijkervaring.
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Hoofdstuk 2 - Materiaal

Patiéntmaterialen voor diagnostiek van mycobacteriéle infectie

Patiéntmateriaal dat wordt aangeboden voor mycobacteriéle diagnostiek kan van ve-
lerlei aard zijn en moet aan een aantal criteria voldoen:

Patiéntmateriaal dat onderzocht wordt met het doel de initiéle gevoeligheid
van de mycobacterién voor antibiotica te bepalen, dient vo6r het begin van
de therapie te worden afgenomen.

Het materiaal dient op aseptische wijze in steriele containers te worden op-
gevangen om de kans op contaminatie met o.a. saprofytaire mycobacterién,
maar ook andere micro-organismen, tot een minimum te beperken.
Wattenstokken zijn niet geschikt voor isolatie van mycobacterién vanwege
de geringe hoeveelheid patiéntenmateriaal en het indrogen daarvan.

De opbrengst neemt toe als van sommige patiéntmaterialen (zoals sputum)
meerdere monsters worden aangeboden voor diagnostiek.

De patiéntmonsters moeten zo snel mogelijk naar het laboratorium worden
verzonden om overgroei door andere micro-organismen dan mycobacterién
te voorkomen. Wordt de kweek in een ander laboratorium uitgevoerd dan
dient het materiaal binnen 24 uur in dat laboratorium aanwezig te zijn en
dient tot verzending bewaard te worden bij 4°C.

Tabel 2.1

Materiaal-

soort

Expectoratie
van sputum

Patiéntenmaterialen voor diagnostiek van mycobacteriéle infectie

Hoeveel-

Methode heid

Commentaar

Ochtendsputum, bij voorkeur apart ver-
zameld op 3 opeenvolgende dagen voor
kweek (n=3) en voor PCR (n=2)

ochtendsputum |5-10 ml

Inductie van
sputum

Vernevelen met
5-10% fysiolo- |[5-10 ml
gisch zout

Materiaal met

BAL h i S
» bronchus Expectoratie van sputum na de BAL kan

houd

bronchoscopie |secreet, mate- 5-10 ml . .
) ) zeer waardevol extra materiaal zijn
verkregen riaal via BAL
D in- . .
Uininia CEMmn Stringtest 1-2 ml Als alternatief voor sputumonderzoek

Via heveling met [Onmiddelijk na afname neutraliseren
Nuchtere maag-

Maagsap inhoud fysio-logisch zout | met een Na,CO; buffer (eindconcen-
ongeveer 20ml tratie £ 7 mg Na,CO; per mL sample)
Feces 1-2 gram Alleen zinvol bij vermoeden op intesti-

nale tuberculose
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Hoofdstuk 2 - Materiaal

sElEilEEl Methode el Commentaar
soort heid
. Gewassen och- HAEER BRI U5 Bij miliaire tuberculose en bij urogeni-
Urine ) tweemaal herh- .
tendurine tale tuberculose zinvol
alen
Bloed. been- Met commerciéle
! bloedkweek-sys- Beenmerguitstrijk kan voor microscopie
merg-mate- 10-20 ml .
riaal temen voor gebruikt worden
mycobacterién
Liquor Punctie Tenminste 5 ml OB ”ee”?t LS LI il
onderzoek van liquor
*Pericardvocht |Punctie 5-20 ml Tran§port n contalne_r, ook bedside en-
ting in vloeibare medium
*Ge- Kweken (en histologie) van synovia
. Punctie 5-20 ml biopten hebben een grotere opbrengst
wrichtsvocht dan vocht
*Peritoneaal- De werkgroep raadt aan ascites ook
Punctie 5-20 ml bedside te enten in vioeibare kweek-
vocht media
Peritoneumbi- Gerichte biopsie Hogere opb.rengst' dan ascites, combi-
opt neer met histologisch onderzoek
Pleurabiopten leveren een hogere
Pleuravocht Punctie 5-10 ml opbrengst; bedside enting in vioeibare

media wordt aangeraden

Weefsel, par-

Voor moleculaire

Volgens lokale protocollen en contacten

affinecoupes diagnostiek met de afdeling Pathologie
. Voor kweek ongefixeerd materiaal,
Weefsel Biopsie . . .
droog transporteren in steriel buis
Dunne naald as- Ook bij lagere temperaturen op ver-
Lymfeklier piratie (FNA) of rijkte media incuberen. Bij voorkeur
excisie biopsie ook een kweek zonder voorbehandeling
.. . 0ok bij lagere temperaturen op verri-
Huidbiopt 1)) BRG0P (IS jkte media incuberen. Bij voorkeur ook

desinfecteren

een kweek zonder voorbehandeling.

*Er zijn geen studies voorhanden waarin de kweekopbrengst in verschillende hoeveelheden
lichaamsvloeistoffen met elkaar zijn vergeleken.
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Hoofdstuk 3 - Microscopie

Uitgangsvraag

Welke methode van microscopische detectie is het meest effectief om tuberculose
aan te tonen? Hierbij is het van belang een zo hoog mogelijke gevoeligheid (sensi-
tiviteit) te combineren met zo weinig mogelijk fout-positieve resultaten (behoud van
specificiteit).

Inleiding

Het direct microscopisch onderzoek van materiaal op de aanwezigheid van mycobac-
terién blijft een belangrijke eerste diagnostische stap. Daarnaast zijn huidige richtlij-
nen voor isolatie en contactonderzoek voornamelijk gebaseerd op de bevindingen bij
microscopisch onderzoek.

De specificiteit van deze methode is zeer hoog (>90%) en de sensitiviteit is afhan-
kelijk van de gebruikte techniek, het patiéntenmateriaal, de voorbewerking en de
ervaring van de microscopist. Er is berekend dat voor het microscopisch aantonen
van zuurvaste staven in een Ziehl-Neelsen (ZN) preparaat van een gedecontami-
neerd en geconcentreerd sputummonster een minimale hoeveelheid van 5.000 tot
10.000 staven per milliliter noodzakelijk is (Hobby, 1973; Toman, 2004). Ter vergelij-
king, de sensitiviteit van een kweek is ongeveer 10 tot 100 KVE/ml sputum (Kent,
1985). Gezien de soms geringe aantallen staven bij een actieve tuberculose varieert
de gevoeligheid van microscopische diagnostiek tussen de 25-65 % (Singh, 1998;
Ba, 1999; Gruft,1978; Kent, 1985). Enkele (zeldzame) micro-organismen kunnen
ook aankleuren in een zuurvaste kleuring, zoals Nocardia spp., Rhodococcus spp. en
Legionella micadadei (Kent, 1985).

Zoekvragen
1. Welke kleurmethode heeft de voorkeur?
2. Dient microscopische diagnostiek op direct of op voorbehandeld materiaal te
worden uitgevoerd?
Wat is de minimale analyseduur van microscopie?
Is er een voorkeur voor micoscopie met een kwik-lamp of een LED-lamp?
5. Aan welke kwaliteitseisen moet een betrouwbaar uitgevoerde microscopie
voldoen?
6. Dient een positieve auramine kleuring te worden bevestigd met een andere
techniek?
7. Is het van belang auramine/ZN positieve preparaten te graderen?
8. Welke methode van graderen verdient de voorkeur?

s w

20

NVMM Richtlijnen Mycobacteriéle Laboratoriumdiagnostiek, 2015

>



3
o
(=]
0
@
o
1=

3
=

Hoofdstuk 3 - Microscopie

Selectiecriteria literatuur

Pubmed search dd. 02.04.2014: (“mycobacterium tuberculosis"[MeSH Terms] OR
(“mycobacterium”[All Fields] AND “tuberculosis”[All Fields]) OR “mycobacterium tu-
berculosis”[All Fields]) AND (“microscopy”[MeSH Terms] OR “microscopy”[All Fields])
OR (“"benzophenoneidum”[MeSH Terms] OR “benzophenoneidum”[All Fields] OR “au-
ramine”[All Fields]) OR (ziehlI[All Fields] AND Neelsen[All Fields]) AND (hasabstract[-
text] AND “humans”[MeSH Terms]). Vervolgens is er een selectie gemaakt van voor
de zoekvraag relevante literatuur. Tevens zijn referenties van relevante artikelen
nagezocht en is gebruik gemaakt van nationale richtlijnen en Policy Statements van
de WHO

Samenvatting van de literatuur

1. Welke kleurmethode heeft de voorkeur?

De huidige ZN methode is na een aantal belangrijke aanpassingen ontstaan uit Koch'’s
alkaline methyleenblauw kleuring (Somoskovi, 2001). Bij de ZN methode wordt
verhit carbolfuchsine gebruikt om de celwand van de mycobacterie te penetreren.
Bij deze verhitting van ZN preparaten, een essentiéle stap, komen giftige dampen
(phenol) vrij. De “koude” Kinyoun kleuring is een aanpassing van de klassieke ZN
methode, waarbij de verhitting-stap wordt vervangen door kleuring met een hogere
concentratie carbolfuchsine. Sinds de introductie van een auramine O-gebaseerde
kleurmethode (met groen-gele fluorescentie) in 1938 worden de zogenaamde fluoro-
chroomkleuringen gebruikt voor het aantonen van zuurvaste staven. Met fluoro-
chroom gekleurde preparaten dienen dezelfde dag nog beoordeeld te worden omdat
de fluorescentie-intensiteit snel vermindert.

De auramine O-rhodamine B gebaseerde methode (Truant, 1962) heeft een geel-
oranje fluorescentie en vereist voor een optimaal resultaat een andere filterinstelling
welke afhankelijk is van de gebruikte microscoop (Bird, 2000). Er zijn aanwijzingen
dat deze combinatie sensitiever en specifieker is dan auramine O alleen (Kalich,
1977; Somoskovi, 2001). Deze kleurstoffen kunnen in hetzelfde kleurschema worden
toegepast, en de auramine O-rhodamine B kleuring heeft, afhankelijk van de ge-
bruikte kleurstofsamenstelling, eenzelfde duur (20-30 minuten). Kleurschema’s en
fabrikanten van kleurstoffen zijn in de beschikbare literatuur helaas vaak slecht be-
schreven. Er bestaan aanbieders van kleurstoffen voor een snelle gemodificeerde
auramine O kleuring (Hendry, 2009), maar deze zijn niet vergeleken met de aura-
mine O-rhodamine kleuring. Een artikel (Sethi, 2003) beschrijft een hogere sensiti-
viteit van auramine O-rhodamine B preparaten indien geincubeerd bij 37°C in plaats
van bij kamertemperatuur. De uitkomsten van een systematische review naar de
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sensitiviteit, specificiteit en toegevoegde waarde van fluorochroom kleuring versus
ZN of Kinyoun kleuringen laten zien dat fluorescentie microscopie (FM) een hogere
sensitiviteit en eenzelfde specificiteit heeft en de werklast vermindert door het ge-
bruik van een lagere vergroting (Steingart, 2006a; Steingart, 2006b).

2. Dient microscopische diagnostiek op direct of op voorbehandeld mate-
riaal te worden uitgevoerd?

De standaardprocedure voor een microscopisch preparaat is het direct aanbrengen
van sputum op het objectglaasje. Het is echter ook mogelijk het sputum te decon-
tamineren en te concentreren om de sensitiviteit te verhogen. Deze methoden van
voorbehandeling worden uitgebreid beschreven in *hoofdstuk 4 - Kweek’. In een sys-
tematische review concluderen onderzoekers (Steingart, 2006a; Steingart, 2006b)
dat sputum monsters voorbehandeld door middel van decontaminatie en concentratie
een gemiddeld hogere sensitiviteit hebben dan bij direct aanbrengen van materiaal
met een gelijkblijvende specificiteit. De WHO beveelt dit niet standaard aan vanwege
onvoldoende bewijs voor de toename van sensitiviteit en beschouwt de benodigde
elektriciteit voor centrifuge als een probleem in ontwikkelingslanden (WHO, 2009).

3. Wat is de minimale analyseduur van microscopisch onderzoek?

Een studie beschrijft meer-positieve tellingen in een auramine preparaat bekeken
gedurende 1 minuut dan voor een ZN gedurende 4 minuten (Bennedsen, 1966). Het
CDC beveelt aan om van een ZN preparaat totaal tenminste 300 gezichtsvelden van
drie parallelle lanen bij een 1000x vergroting te beoordelen, overeenkomend met
ongeveer 15 minuten per preparaat (ATS, 2000). Bij FM wordt aangeraden een 150x
vergroting voor de screening (en 630-100x voor het onderscheid met artefacten) te
gebruiken om tenminste 50 gezichtsvelden te onderzoeken in drie parallelle lanen
(ATS, 2000). Omdat dit slechts 1-2 minuten in beslag neemt, meent de werkgroep
dat er naar moet worden gestreefd om het gehele preparaat te beoordelen.

4. Is er een voorkeur voor op ‘kwik-lamp’ of op 'LED-lamp’ gebaseerde mi-
croscopie?

De WHO adviseert om in alle gevallen op light-emitting diodes (LED) gebaseerde
fluorescentie microscopie te introduceren als vervanging van ZN-lichtmicroscopie en
FM met behulp van een kwiklamp (WHO, 2010). Vergeleken met de op een kwiklamp
gebaseerde techniek (conventionele FM) zijn de LED lampen goedkoper en minder
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onderhoudsbehoeftig. LED lampen zijn duurzaam, niet giftig en hebben geen op-
warmtijd nodig. Daarnaast is de fluorescentie ook zonder donkere kamer goed te
beoordelen. LED-FM is uitgebreid vergeleken met de ZN kleuring in zowel een hoog-
als laagendemische setting. In vergelijkende studies tussen LED-FM en conventionele
FM scoort LED-FM ten minste even goed (Marais, 2008; van Deun, 2008; Trusov,
2009, Minion, 2011). Vergelijkende studies van commerciéle LED-FM systemen in
een hoog-endemische setting laten kleine of niet-significante verschillen zien tussen
de verschillende commerciéle systemen (Affolabi, 2010; Albert, 2010).

5. Aan welke kwaliteitseisen moet betrouwbare microscopie voldoen?

De Canadese richtlijn van 2007 (Canadian Tuberculosis Standards, 2007) beveelt
aan om bij iedere kleuring een positieve en een negatieve controle preparaat mee te
kleuren, en ook bij iedere nieuwe batch kleurstoffen. In de recente richtlijn van 2014
ontbreekt deze aanbeveling, maar de werkgroep is van mening dat altijd een posi-
tieve controle moet worden meegenomen, en bij minder of gelijk aan drie preparaten
ook een negatieve controle. Preparaten hoeven niet individueel te worden gekleurd
om kruiscontaminatie te voorkomen. Omdat sterk positieve preparaten de negatieve
preparaten kunnen contamineren, zijn kleurbakjes niet aan te raden. Negatieve
preparaten hoeven niet (steekproefsgewijs) te worden herbekeken door een tweede
analist. Negatieve preparaten hoeven niet te worden bewaard totdat de definitieve
kweekuitslag bekend is. Positieve preparaten kunnen worden bewaard tot de defi-
nitieve kweekuitslagen bekend zijn om hierop PCR en moleculaire resistentie te ver-
richten en middels typering contaminatie te helpen opsporen; dit wordt echter niet
standaard aanbevolen.

“Routine” auramines hoeven niet binnen 24 uur na aankomst van het materiaal op
het laboratorium te worden gerapporteerd. Auramine kleuringen die cito zijn aan-
gevraagd, dienen wel op dezelfde dag worden gerapporteerd; bij sterke verdenking
op tuberculose ook in het weekend.

6. Dient een positieve auramine te worden bevestigd met een andere tech-
niek?

Sommige richtlijnen bevelen aan een positieve auramine te bevestigen met behulp
van een ZN preparaat. Huidige richtlijnen en WHO (Gilpin, 2007; WHO, 2010) advi-
seren voor de microscopische diagnostiek het gebruik van een fluorochroomkleuring
zonder confirmatie met een ZN. In een Nederlandse studie bleek van de 141 au-
ramine-positieve respiratoire materialen bevestigd met een tuberculosekweek 22.7%
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negatief in de ZN-kleuring. Tevens waren 19/25 (76%) auramine-positieve en kweek-
positieve materialen met een niet-tuberculeuze mycobacterie (NTM) ook ZN-positief
(den Hertog, 2013). Er valt dus geen waarde toe te kennen aan de ZN-kleuring ter
confirmatie van een positieve auramine.

De sensitiviteit en specificiteit van een nucleinezuur amplificatie test (NAT) zijn uit-
stekend voor zowel respiratoire als non-respiratoire patiéntenmaterialen met een
positieve ZN of auramine (zie hoofdstuk moleculaire detectie). Afhankelijk van de
gebruikte methode kunnen NAT resultaten binnen enkele uren tot dagen beschikbaar
zijn ter confirmatie van de microscopische bevindingen. De werkgroep is daarom van
mening dat een positieve auramine bevestigd dient te worden middels NAT.

De werkgroep adviseert een ZN-kleuring te verrichten op alle auramine-positieve
materialen die niet kunnen worden bevestigd door een NAT. Het is gewenst om een
positieve auramine gevolgd door een negatieve TBC PCR te onderwerpen aan een
NTM PCR. Er zijn op dit moment echter te weinig publicaties over de diagnostische
waarde van een NTM PCR op direct materiaal die een aanbeveling rechtvaardigen.

7. Is het van belang auramine/ZN positieve preparaten te graderen?

Enkele studies tonen de relatie aan tussen de kans op transmissie van tubercu-
lose en de uitkomst van de laboratoriumdiagnostiek (Shaw, 1954; Grzybowski,1975;
van Geuns, 1975). Deze studies concluderen dat pati€énten met microscopie-posi-
tieve preparaten van de luchtwegen (zonder decontaminatie- en concentratiestap)
besmettelijker zijn dan in geval van alleen kweekpositieve tuberculose en kweek-
negatieve tuberculose (uitkomst middels tuberculine huid test, X-thorax en follow up
tot 6 maanden na diagnose indexcasus). Een negatief ZN-preparaat betekent echter
niet dat er geen kans is op verspreiding. Na het bestuderen van de epidemiologie van
1574 patiénten met TB in San Francisco, bleek dat 17% van de secundaire gevallen
waren besmet door ZN negatieve patiénten (Behr, 1999). Deze waarneming is be-
vestigd in Canada bij 791 patiénten (Hernandez-Garduno, 2004) en in Nederland bij
1285 patiénten (Tostmann, 2008), waarbij de bron voor kweekpositieve secundaire
gevallen in respectievelijk 15% en 13% van de casus ZN-negatieve patiénten waren.
In de studies die een verband tussen de mate van positieve microscopie en transmis-
sie van tuberculose onderzoeken, zijn de parameters ‘graderingmethode’ en ‘trans-
missie’ vaak matig gedefinieerd en worden auramine en ZN resultaten niet gespeci-
ficeerd. Een Finse studie beschrijft de uitkomsten van een tweejarige follow up van
contacten van microscopie-positieve en —-negatieve kweekbevestigde tuberculose
patiénten (Liippo, 1993). Van de 609 contacten van 134 index gevallen ontwikkelden
er vier actieve tuberculose, allemaal behorend tot de contacten van patiénten met
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meer dan 10 zuurvaste staven per gezichtsveld. Dit werd bevestigd in een Nederland-
se studie, waaruit bleek dat een index casus met meer dan tien zuurvaste staven per
gezichtsveld een zeer belangrijke risicofactor was voor het ontstaan van meer dan vijf
Mantoux-positieve contacten en contacten met een actieve tuberculose (Lohmann,
2012). In Sudan was een langere duur van klachten en een ZN-uitslag van meer dan
10 zuurvaste staven per gezichtsveld een significante voorspeller van het ontstaan
van symptomatische huisgenoten onder 514 tuberculose patiénten (EI-Sony, 2002).
In twee studies was een significant hoger aantal huisgenoten tuberculine huid test
(THT) positief als de index casus bij microscopie van sputum meer dan 10 zuurvaste
staven per gezichtsveld had (Tornee, 2004; Akhtar, 2009).

De besmettelijkheid van tuberculose patiénten op basis van een auraminegradering
bij een spontaan opgehoest sputum is weinig onderzocht, laat staan in het geval van
een BAL of andere respiratoire materialen. Omdat positief materiaal uit de BAL kan
worden beschouwd als open tuberculose, meent de meerderheid van de werkgroep
dat het zinnig is dit ook te graderen als ware het een sputum.

8. Welke methode van graderen verdient de voorkeur?

In Nederland wordt op enkele plaatsen nog gebruik gemaakt van de schaal van
Bronkhorst om een indruk te krijgen over de hoeveelheid mycobacterién die in het
materiaal van de luchtwegen aanwezig is (Bronkhorst, 1949). Hierbij wordt in niet
geconcentreerd (!) patiéntmateriaal het aantal zuurvaste staven weergegeven in een
schaal van +1 (tot 40 zuurvaste staven in het gehele preparaat) tot +5 (=120 zuur-
vaste staven/10 gezichtsvelden). In andere landen dan Nederland wordt een vergeli-
jkbare methode gebruikt, de zgn. indeling van Gaffky, waarbij in een schaal van 1 tot
10 de dichtheid wordt berekend (Gaffky, 1884). Hoewel deze schalen soms gebruikt
worden om een effect van de therapie te kunnen waarnemen, is de kwaliteit van het
opgehoeste sputum nooit constant waardoor grote variaties kunnen ontstaan. Er
bestaat ook een omrekeningsfactor voor fluorochroomkleuringen, die bij lagere ver-
groting beoordeeld worden. Tabel 3.1 toont de semikwantitatieve uitslag zoals door
het CDC aanbevolen (ATS, 2000).

Omdat alleen bij een index casus met meer dan tien zuurvaste staven per gezichtsveld
bij microscopisch onderzoek een significant verhoogd risico is aangetoond op het ont-
staan van meer dan vijf Mantoux-positieve contacten en contacten met een actieve
tuberculose ten tijde van de screening (zie hierboven), is de werkgroep van mening
dat een separate gradering op direct materiaal geen toegevoegde waarde heeft en
gradering op basis van een auraminekleuring volstaat. De meeropbrengst van een
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‘a

8 Tabel 3.1 Gradering van positieve auramine preparaten met hulp van aantal

3 zuurvaste staven per gezichtsveld (gv)

b

Q

s Ziehl-Neelsen Auramine Auramine Auramine

(1000X) (250X) (450X) (630X)

1-9/100gv 1-9/100gv 2-18/50gv 2-18/100gv
1-9/10gv 1-9/10gv 4-36/10gv 2-18/10gv 2+
1-9/gv 10-90/gv 4-36/gv 2-18/gv 3+

>9/gv >90/gv >36/gv >18/gv

auraminekleuring op geconcentreerd en gedecontamineerd materiaal ten opzichte
van de methode volgens Bronkhorst is met name te verwachten in de laag positieve
monsters. De werkgroep adviseert om auraminepositieve sputummonsters te gra-
deren volgens Tabel 3.1 zoals voorgesteld door het CDC (zie Tabel 3.1).
Het verdient aanbeveling om in overleg met de lokale GGD de wens voor gradering
op direct materiaal (volgens Bronkhorst) in een convenant op te nemen.

Een fluorescentiekleuring op gedecontamineerd €n geconcentreerd

Niveau 1 . . . e . .
respiratoir materiaal verhoogt de sensitiviteit van de microscopie.

LED microscopie heeft de voorkeur boven conventionele fluores-
Niveau 2 centiemicroscopie met een kwiklamp op grond van milieuaspecten
en gebruiksgemak.

De toegevoegde diagnostische waarde van een ZN-kleuring om
Niveau 2 een positieve auramine op direct respiratoir materiaal te confirm-
eren, is laag.

Een hoge graad van positieve microscopie correleert met de mate

Niveau 2 ..
van transmissie van tuberculose.

De combinatie auramine O-rhodamine B is sensitiever en speci-

Niveau 2 i .
fieker dan auramine O alleen.

De ZN-kleuring kan toegepast worden om de aanwezigheid van
Niveau 4 zuurvaste staven anders dan M. tuberculosis complex vast te stel-
len in auramine positief, maar tuberculose PCR negatief materiaal.
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Overige overwegingen

Twee belangrijke zaken hebben een rol gespeeld om de Ziehl-Neelsen kleuring voor
het aantonen van zuurvaste staven te modificeren en zelfs te vervangen door andere
kleuringen: toxiciteit en gevoeligheid. Bij verwarming van ZN preparaten komen gif-
tige dampen (phenol) vrij. In veel laboratoria ontbreken adequate voorzieningen voor
het afzuigen van deze dampen en dit is een reden waarom veel laboratoria overgegaan
zijn op “koude” kleuringen (bijvoorbeeld de kleuring volgens Kinyoun) met onver-
hit carbolfuchsine. Een nadeel van een koude kleuring is dat de ontkleuringsstap
geschiedt met een minder sterke zoutzure oplossing, zodat bijvoorbeeld bovenge-
noemde zeldzame micro-organismen niet ontkleuren en in eerste instantie ten onre-
chte aangemerkt worden als NTM. Om de giftige dampen te voorkomen is de magne-
tron een goed alternatief voor de verwarming van de preparaten (Hafiz, 1984)

Het principe van de fluorochroomkleuring verschilt niet met de ZN kleuring, alleen is
hier de carbolfuchsine vervangen door een fluorochroom en is verhitting niet nodig.
Het is mogelijk een positief auramine preparaat na ontvetting met aceton en een
ontkleuring (30 minuten met mengsel van gelijke delen aceton en 95% ethanol) ge-
schikt te maken voor een ZN kleuring (Kent, 1985).

Er zijn verschillende factoren die een fout-negatief resultaat van de zuurvaste kleur-
ing kunnen geven. Als de ontkleuringstap met zoutzure alcohol te lang is zal alle
carbolfuchsine uit de mycobacterién onttrokken worden. Bij dikke preparaten zal bij
de microscopie het soms moeilijk zijn in de pus, slijm of onder de cellen aanwezige
zuurvaste bacterién te ontdekken. Om die reden wordt ook wel aangeraden purulente
en veel slijm bevattende materialen voor te behandelen met bijvoorbeeld sputoly-
sine of Natrium-hypochloriet. Na deze voorbewerking is het materiaal niet meer ge-
schikt voor kweek. Bloedige materialen zullen een behandeling moeten ondergaan
om de erythrocyten te lyseren die anders het microscopisch onderzoek bemoecilijken.
Fout-positieve resultaten ontstaan door bijvoorbeeld gebruik van een buffer of vloei-
stof die gecontamineerd is met saprofytaire mycobacterién, of door gecontamineerd
laboratoriumgereedschap. Ook is de immersie-olie van een positief preparaat een
beruchte bron voor kruiscontaminatie van preparaten via de lens van de microscoop.
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Aanbevelingen

De werkgroep raadt aan een fluorescentiekleuring op gedecontamineerd en gecon-
tamineerd respiratoir materiaal uit te voeren omdat dit de sensitiviteit van de mi-
croscopie verhoogt.

De werkgroep is van mening dat auramine-preparaten in zijn geheel moet worden
beoordeeld en adviseert bij microscopisch onderzoek altijd een positieve controle
mee te nemen en bij minder of gelijk aan drie preparaten ook een negatieve controle
Voor de beoordeling van een ZN-kleuring is 15 min (totaal 300 velden) gebruikelijk.

Met fluorochroom gekleurde preparaten dienen dezelfde dag nog beoordeeld te
worden omdat de fluorescentie-intensiteit snel vermindert. Cito-auramines moeten
dezelfde dag worden gerapporteerd; bij sterke verdenking op tuberculose ook in het
weekend.

Voor zowel respiratoire en niet-respiratoire materialen is een fluorochroomkleuring
eerste keus, bij voorkeur de auramine O-rhodamine B kleuring.

Auramine-positieve preparaten hoeven niet langer geconfirmeerd te worden door
middel van een ZN-kleuring, maar dienen wel met een moleculaire test te worden
onderzocht voor identificatie van M. tuberculosis complex

Bij de microscopische uitslag zal ook een schatting van de hoeveelheid aanwezige
mycobacterién gerapporteerd moeten worden (zie Tabel 3.1). Het verdient aanbe-
veling om in overleg met de lokale GGD de wens voor gradering op direct materiaal
in een convenant op te nemen.
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Voorwoord

Alvorens patiéntmateriaal voor microbiologisch onderzoek in te sturen is het belang-
rijk te beslissen het materiaal aan te bieden voor een kweek op alle mycobacteriéle
soorten, of voor een kweek op alleen M. tuberculosis complex (Mtb), of juist voor een
kweek op andere mycobacterién dan Mtb (bekend als de ‘niet-tuberculeuze mycobac-
terién’, NTM). Dit is van belang omdat de werkgroep van mening is dat (in tegenstel-
ling tot de vorige richtlijn) de kweektechnieken voor respiratoire monsters voor Mtb
en NTM verschillen en een uniforme aanvraag voor verwerking niet meer volstaat.
Hieronder zijn de aanbevelingen vermeld.

Aanbevelingen

Immuungecompromit-
Immuuncompetente teerde patiénten en

patiénten patiénten met chroni-
sche longziekte

Respiratoir materialen:

T i Alleen Mtb (deel 1A) Mtb en NTM (deel 1A en 2)

Niet-respiratoire materi-

alen: liquor, pleurabiopt,

pleuravocht, ascites, urine, Mtb en NTM (deel 1B en
peritoneumbiopt, darmbi-  2)

opt, huid, pericardvocht,

maaginhoud lymfeklieren

Mtb en NTM (deel 1B en 2)

Onder immuuncompetente personen worden individuen verstaan die niet bekend zijn
met een genetische of verworven ziekte die het immuunsysteem aantast dan wel
individuen die behandeld worden met immunosuppressieve medicatie.

Patiéntmateriaal dat wordt aangeboden voor mycobacteriéle kweek kan van uiteen-
lopende aard en van alle weefsels en organen afkomstig zijn. Het merendeel is echter
respiratoir van oorsprong. Het verkregen patiéntmateriaal dat voor mycobacteriéle
kweek wordt aangeboden dient aan een aantal criteria te voldoen.

e Patiéntmateriaal dient, indien mogelijk, vo6r begin van therapie te worden
afgenomen

e Het materiaal dient op aseptische wijze in steriele containers te worden op-
gevangen om de kans op contaminatie met o.a. saprofytaire mycobacterién,
maar ook andere micro-organismen, tot een minimum te beperken.
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e Wattenstokken zijn niet geschikt voor isolatie van mycobacterién vanwege
de geringe hoeveelheid patiéntmateriaal en het indrogen daarvan.

e De kweekopbrengst neemt toe als van sommige pati€éntmaterialen (zoals
sputum en liquor) meerdere monsters worden aangeboden voor diagnostiek.

e Het is aan te bevelen om tenminste 2, maar bij voorkeur 3, verschillende
respiratoire

e monsters (BAL of sputum) te analyseren op de aanwezigheid van Mtb.

Patiéntmateriaal moet zo snel mogelijk naar het laboratorium worden verzonden
om overgroei door andere micro-organismen te voorkomen. Wordt de kweek op een
ander laboratorium uitgevoerd, dan dient het materiaal binnen 24 uur op dat labora-
torium aanwezig te zijn en dient tot verzending te worden bewaard bij 4°C.

Over de levensvatbaarheid van mycobacterién in patiéntmateriaal is niet veel bek-
end. In een laboratoriumstudie naar de bewaaromstandigheden van auramine-posi-
tieve sputa, bleek dat na 4 weken bewaren bij 4°C er nog 60% positief te zijn in de
kweek. Bewaren bij kamertemperatuur leverde in 38% van de sputa nog een posi-
tieve kweek op. De eerste duidelijke veranderingen in opbrengst van kweek werden
na 2 weken zichtbaar, ook voor bij 4°C bewaard materiaal. De resultaten van de ZN-
en auramine- kleuring werden niet beinvioed door de bewaaromstandigheden (Ban-
da, 2000). Deze resultaten betekenen dat het laboratorium ingezonden respiratoir
patiéntmateriaal dat enkele dagen tot 1 week oud is, niet hoeft af te keuren maar in
bewerking kan nemen. Wel is de werkgroep van mening dat in Nederland de labora-
toria er naar moeten streven om het patiéntmateriaal binnen 4 dagen na afname te
hebben verwerkt voor kweek en een auramine-preparaat.

Deel 1A - Respiratoire materialen voor onderzoek op M. tuberculosis complex

Uitgangsvraag
Wat is de optimale uitvoering van kweek met als doel aantonen van Mtb?

Inleiding

De kweek van Mtb wordt als de gouden standaard voor diagnostiek beschouwd. Een
optimale kweek is gevoeliger dan PCR, maar er zijn studies waarbij de gevoeligheid
van kweek en PCR vergelijkbaar zijn. Bovendien kunnen van een gekweekt isolaat
een (fenotypische) gevoeligheidsbepaling en een moleculaire typering worden ver-
richt (zie voor nadere informatie het hoofdstuk Moleculaire typering van Mtb).

Voor mycobacteriéle kweek zijn 3 soorten media beschikbaar: egg-based, vloeibaar
en agar-based. De egg-based media hebben als voordeel dat ze ongevoelig zijn
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tegen uitdroging, dat toxische bestanddelen worden geneutraliseerd en dat de
groei van de meeste mycobacterién wordt gestimuleerd. Het meest bekende
egg-based medium is Léwenstein-Jensen (LJ), dat bestaat uit ei bestanddelen,
zouten, glycerol, aardappelmeel en malachiet groen om commensale flora te
remmen. Door toevoeging van 0.4% pyruvaat is het ook geschikt voor isolatie
van M. bovis. Op de agar-based media groeien de mycobacterién in het alge-
meen sneller. Middlebrook 7H10 en 7H11 bevatten malachiet groen in een la-
gere concentratie dan in L]. Middlebrook 7H11 bevat 0.1% caseine hydrolysaat
waardoor ook INH-resistente mycobacterién in hun groei worden gestimuleerd.
Zowel de egg-based als agar-based media kunnen door toevoeging van anti-
biotica en antifungale middelen selectiever worden gemaakt voor isolatie van
M. tuberculosis complex uit gecontamineerd materiaal. Op dit moment zijn er
4 commerciéle vloeibare systemen beschikbaar: BACTEC, MB/BacT, MGIT en
Septi-chek. Allerlei toevoeging met antibiotica (PANTA) zijn beschikbaar om
groei van contaminanten te remmen.

Omdat er sinds verschijnen van vorige diagnostiek richtlijn weinig nieuwe lite-
ratuur bij is gekomen, is nogmaals de oudere literatuur bekeken om de zoek-
vragen systematisch te beantwoorden (zie zoekvragen hieronder). Hierbij moet
wel in ogenschouw worden genomen dat er ten opzichte van de eerdere richtlijn
nu een prominentere plaats is voor de moleculaire diagnostiek, en dat daarmee
sommige overwegingen bij het opstellen van de adviezen bij Mtb kweek zijn
gewijzigd.

Het is aan te bevelen om tenminste 2, maar bij voorkeur 3, verschillende res-
piratoire monsters (BAL of sputum) te analyseren op de aanwezigheid van Mtb.

Zoekvragen
1. Geeft de combinatie van kweken op vast medium en in vloeibaar me-
dium een hogere opbrengst bij Mtb?
Wat is de meest effectieve voorbehandeling voor de kweek?
Bij welke temperatuur moet geincubeerd worden?
Wat is de detectiegrens van de kweek?
Hoe te handelen bij een positieve MGIT kweek?

uawN

Selectiecriteria literatuur

Pubmed search dd. 24.02.2014: ("Mycobacterium tuberculosis"[Mesh]) AND
("Culture Techniques"[Mesh] OR "Culture Media, Conditioned"[Mesh] OR "Cul-
ture Media"[Mesh]) Filters: Abstract available, Humans, English, tijdsperiode
[1990-2013]. Vervolgens is er een selectie gemaakt van voor de zoekvraag
relevante literatuur.
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Literatuur per zoekvraag

1. Geeft de combinatie van kweken op vast medium en in vioeibaar medium
een hogere opbrengst bij Mtb?

Als eerste is gekeken naar literatuur waarin kweken op vast medium wordt verge-
leken met kweken op vloeibaar medium. Hieruit blijkt dat kweken opeen vloeibaar
medium (Bactec MGIT 960 system - MGIT) sneller en gevoeliger zijn dan kweken
op een vast medium (Mirovic, 2002; Laverdiere, 2000; Palacios, 1999; Casal, 1997;
Somoskovi, 2000; Lee, 2003). Echter, er is ook sporadische literatuur die een gelijk

resultaat beschrijft (Scarparo, 2002).

Een nadeel van het gebruik van vloeibare media is de gevoeligheid voor contami-
natie ten opzichte van LJ-medium (16.7% versus 9.3%) (Chihota, 2010). Daar staat
tegenover dat vlioeibare media een snellere groei en een hogere opbrengst van Mtb
hebben.

Vervolgens is gekeken of er in andere studies is bepaald of er een meerwaarde is
van de combinatie van de beide kweektechnieken. Deze resultaten zijn in Tabel 4a.1
samengevat.

Het ‘Clinical Microbiology Procudures Handbook’ (Garcia, 2007) adviseert om zowel
vloeibare als vaste kweekmedia te gebruiken. Dit vanwege de hogere contaminatie
kans bij vloeibare kweken, en de mogelijkheid om op de vaste media de koloniemor-
fologie te beoordelen in combinatie met de eventuele aan- of afwezigheid van con-
taminatie. Omdat de moleculaire identificatie zeer snel is en betrouwbaar, is de kolo-
niemorfologie niet meer belangrijk.

Tabel 4a.1 Overzicht van studies naar sensitiviteitsverschil van kweekalgoritmes

Sensitiviteit Meer-
vloeibare waarde

Aantal Sensitiviteit
samples/ viloeibare

patiénten media (%) media en L] combinatie

(%) (%)

Tortoli E, 1999* 2.567 / 1.631 6
Chien HP, 2000 365/ 166 95 100 5
Rishi, 2007* 500 / - = = 2
Chew, 1998* 603 / - 92 100 8

Idigoras, 2000 2832 / -
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Sensitiviteit Meer-
viloeibare EE[S

samples/ viloeibare . . .
. media en L] combinatie
patiénten media (%) (%) )

Aantal Sensitiviteit

Sorlozano, 2 3 1770 / 696

Srisuwanvilai,

2008 2566 / - 95 100 5
Rivera, 1997* 202 / 100 99 100 1
Lu D, 2002* 6.062 / - 94 100 6
Sharp SE, 2000* 2.271/ - 100 100 0

Hillemann D,

2006% 9.558 / - 90 100 10

*Studie samles niet alleen respiratoir

Samenvatting van de literatuur
e De literatuur laat zien dat vloeibare kweekmedia hogere opbrengst hebben
dan vaste kweekmedia. Als single assay scoort deze kweekmethode goed.
e De meerwaarde van een L] kweek naast een vloeibare kweek ligt tussen 0
en 10%

Reproduceerbaarheid

De spreiding van de resultaten van de verschillende studies is beperkt. Gezien het
verschil in opzet van de studies (keuze van samples etc.) lijkt het aannemelijk dat
deze resultaten een goede afspiegeling zijn van de dagelijkse praktijk.

Kweken van respiratoire samples op zowel L] medium als in MGIT
Niveaul geeft een gewogen meeropbrengst van 6.9% meer positieve uitsla-
gen van M. tuberculosis ten opzichte van vloeibare media.
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Overige overwegingen
Alle beschreven literatuur is gebaseerd op de vergelijking van verschillende kweek-
media en technieken. Aangezien tegenwoordig ook de PCR haar intrede heeft gedaan,
zal de meerwaarde van een vast medium voor de respiratoire samples minder zijn
dan de geschatte 1-10%.

Aanbevelingen

Bij de kweken van Mtb uit respiratoire samples is een vloeibare kweek alleen vol-
doende. Potentiele meerwaarde van het gebruik van vaste kweekmedia lijkt zo ge-
ring dat het niet opweegt tegen het meerwerk en de extra kosten.

Bij de kweek vanuit extra-pulmonale samples (waarbij NTM in de differentiaal diag-
nose staat) is kweken met alleen vloeibare media niet voldoende en moet er kweek
op vaste media worden ingezet (zie hiervoor het hoofdstuk diagnostiek NTM).

2. Wat is de meest effectieve voorbehandeling voor de kweek?

The Clinical Microbiology Procedures Handbook (3rd Ed) stelt dat NALC-NaOH de
meest gebruikte manier van vervloeiing (N-acetyl-L-cysteine; NALC 0.5-2%) en de-
contaminatie (NaOH eindconcentratie 1%) is, hoewel er andere methoden ook nog
worden toegepast. De eindconcentratie mag maximaal NALC 1% en NaOH 1% zijn.
De CLSI stelt dat niet steriele materialen inderdaad met NALC-NaOH moeten worden
behandeld, waarbij de eindconcentratie NaOH afhankelijk zou moeten zijn van de
mate van “contaminatie” (overgroei door andere bacterién) van de kweken per labo-
ratorium, maar bij voorkeur onder de 2% moet zijn (Wayne, 2008). In tegenstelling
tot The Clinical Microbiology Procedures Handbook 3rd Ed. spreekt de CLSI bij de
voorbehandeling alleen van NALC-NaOH.

Peres et al (Peres, 2009) tonen aan dat een toename van de eindconcentratie NaOH
van 1 naar 1.25% weliswaar minder contaminanten oplevert (11 versus 14%), maar
dat het aantal positieve Mtb kweken ook daalt van 21% (bij 1% NaOH) naar 11% (bij
1.25 NaOH). Zij concluderen dan ook dat de eindconcentratie 1% zou moeten zijn.
Na de voorbehandeling van niet steriele materialen met NALC-NaOH moet er snel een
neutralisatie met fosfaatbuffer worden uitgevoerd, gevolgd door een centrifugatie (=
3000xg voor 15-20 minuten, ongeremd) en opnemen van de pellet in een fosfaat-
buffer.

Uit studies waarbij verschillende decontaminatie technieken werden vergeleken bleek
dat of een H,S0,-4-cycloheximide methode inferieur is aan een NaOH techniek (liva-
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nainen, 1997), of tenminste dat er geen significante betere Mtb kweekresultaten
werden behaald met een H,SO, methode ten opzichte van een NALC-NaOH methode
(Buijtels, 2005). Bij de SDS-NaOH decontaminatie methode zijn de in de literatuur
beschreven resultaten ook tegenstrijdig.

In beide handboeken wordt beschreven dat centrifugeren (CLSI: 30 minuten bij
3.000xg, of The Clinical Microbiology Procedures Handbook 3rd Ed.: 15-20 minuten
bij 3.000xg) van 10 mL van de ‘steriele’ materialen (bv. bloed, beenmerg of liquor)
en daarna de pellet opnemen in 1-2 mL steriel 0.85% NaCl de gevoeligheid van de
kweek en de microscopie vergroot (Garcia, 2007; Peres, 2009; livanainen, 1997;
Buijtels, 2005; Wayne, 2008) Aanvullend wordt gesteld dat de contaminatiegraad
van de vloeibare kweken tussen de 2 en 5% zou moeten liggen. Bij een lagere con-
taminatiegraad dan 2% in de kweken zou de decontaminatie procedure te sterk
kunnen zijn en zouden er daarmee ook mycobacterién kunnen worden afgedood. Bij
een te hoog percentage contaminatie kunnen kweken verloren gaan door overgroei
(Garcia, 2007; Peres, 2009; livanainen, 1997; Buijtels, 2005; Wayne, 2008).

Samenvatting van de literatuur

De literatuur laat een divers beeld zien van de verschillende decontaminatie en ver-
vloeiing technieken. Echter de beide toonaangevende handboeken voor laboratorium
diagnostiek (CLSI en The Clinical Microbiology Procedures Handbook 3rd Ed.) zijn
eenduidig over het plaatsen van de NALC-NaOH techniek op de eerste plaats. Daarbij
is er geen (recente) literatuur die evident aantoont dat er een betere techniek in de
voorbereiding van Mtb kweek is.

Reproduceerbaarheid

Gezien de wisselende resultaten (bv. bij de SDS-NaOH studies) is de reproduceer-
baarheid van de beschreven studies beperkt. Daarentegen lijkt er wel een uniforme
uitkomst te zijn bij de NALC-NaOH techniek.

Overige overwegingen

Aangezien er naast de decontaminatie ook nog een mix van antibiotica (bijvoorbeeld
polymyxine-B, trimethoprim, amphotericine-B, azlocilline en nalidixinezuur) bij de
vloeibare kweektechniek wordt toegevoegd, is er ook tijdens de kweek nog een rem-
ming van de overige flora.

Bij een kweek die toch gecontamineerd blijkt (groei in de vloeibare kweek met een
ander micro-organisme) wordt geadviseerd om nogmaals de kweek in te zetten en
het vloeibare kweekmedium en/of het patiéntenmateriaal opnieuw te decontami-
neren met NaOH (zie hiervoor ook Zoekvraag 5). Het wordt daarom aanbevolen het
patiéntmateriaal voldoende lang te bewaren.
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Het decontaminatie advies is alleen van toepassing voor niet steriele samples. Bij
samples afkomstig uit bv. liquor, bloed of beenmerg wordt geadviseerd om geen de-
contaminatiestappen voorafgaand aan de kweek te verrichten.

De voorbereiding middels NALC (1-2%) voor de vervloeiing en
Niveau 3 NaOH (1%) voor de decontaminatie wordt beschouwd als de
standaard.

Bij een contaminatiegraad van vloeibare kweken onder 2% zullen
waarschijnlijk te veel kweken niet groeien door een te sterke
decontaminatie, bij een contaminatiegraad boven 5% zal in te
veel kweken M. tuberculosis overgroeid zijn door andere flora.

Niveau 3

Aanbevelingen

Gebruik voor de voorbewerking van Mtb kweken NALC(1-2%)-NaOH(1%).

Om het effect van de voorbewerking te monitoren is jaarlijkse controle van de con-
taminatiegraad van de kweken noodzakelijk.

De contaminatiegraad van vloeibare kweken dient tussen 2 en 5% te bedragen.

3. Bij welke temperatuur moet worden geincubeerd?

De Laboratory Detection and Identification of Mycobacteria; Approved Guideline
(M48-A) en het Clinical Microbiology Procedures Handbook - 3rd Ed. vermelden(net
als de vorige Nederlandse TB diagnostiek richtlijn) een optimale temperatuur voor
kweek van Mtb van 35°C tot 37°C. Voor de kweektemperaturen van NTM verwijzen
we naar de NTM diagnostiek richtlijn (Garcia, 2007; Wayne, 2008).

Conclusie en aanbeveling

Niveau 2 Mtb kweken hebben de hoogste opbrengst bij een temperatuur
van 35°C - 37°C
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4. Watis de detectiegrens van de kweek?

De detectiegrens van de kweek is sterk afhankelijk van de studie populatie, het
patiéntmateriaal en de noodzaak om wel of niet een decontaminatie toe te passen.
In het algemeen wordt uitgegaan dat er 10 tot 100 colony forming units (CFU) M.
tuberculosis in 1 ml sputum nodig is om een positief kweekresultaat te krijgen. Ter
vergelijking, voor het microscopisch aantonen van zuurvaste staven is een minimale
hoeveelheid van 5.000 tot 10.000 CFU per milliliter noodzakelijk.

Het aantal CFU per ml waarmee M. tuberculosis complex in pati€éntmateriaal aan-
wezig is, hangt ook samen met de afweerstatus van de patiént en de aard van het
patiéntmateriaal. Mede daarom is de in de literatuur beschreven sensitiviteit van de
kweek zo wisselend. Deze wisselt namelijk van 25 tot 75%. De sensitiviteitt is mede
afhankelijk van wat er als referentie wordt gebruikt. Het is lastig de sensitiviteit van
de kweek te bepalen omdat de gouden standaard voor detectie van levende Mtb een
(optimaal uitgevoerde) kweek is.

5. Hoe te handelen bij een positieve vioeibare kweek?

Bij een positieve kweek moet er in eerste instantie worden vastgesteld of het groei
van een zuurvaste staaf betreft. Hiervoor kan er een auramine-, ZN- of Kinyoun
kleuring worden verricht. Als deze negatief is dient er te worden uitgesloten dat het
contaminatie betreft en kan de kweek ook op een rijke voedingsbodem (bijvoorbeeld
bloedagar medium) worden afgeént. Deze bloedagar wordt vervolgens na 48 uur op
groei gecontroleerd. Indien positief dan kan de vloeibare kweek opnieuw worden ge-
decontamineerd en ingezet (zie Zoekvraag 2).

Bij een positieve kleuring en/of negatieve afenting van de bloedagar kan worden
bepaald of het een zuurvaste mycobacterie betreft, en zo ja wat de determinatie
hiervan is. Hiervoor zijn verschillende moleculaire diagnostische technieken beschik-
baar (zie hoofdstuk moleculaire diagnostiek). Bij een negatieve test voor Mtb moet er
verdere diagnostiek naar NTM worden verricht (zie hiervoor hoofdstuk NTM).

Bij isolatie van een eerste Mtb isolaat bij een patiént volgt typering (RIVM) en een
gevoeligheidsbepaling (zie hiervoor het hoofdstuk gevoeligheid).

De identificatie moet tot op het (sub)species niveau plaatsvinden. Het alleen rappor-
teren van Mycobacterium tuberculosis complex is niet afdoende omdat daarin nog
een aantal verschillende klinisch relevante (subs)species vallen.

Overige overwegingen

In de literatuur en verschillende (inter-)nationale richtlijnen staat nergens een exacte
definitie van een positieve kweek van M. tuberculosis complex. Een viloeibare kweek
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wordt als positief beschouwd zodra deze wordt afgevlagd door een geautomatiseerd
kweeksysteem (o0.b.v. zuurstof gebruik), er geen andere bacterién dan zuurvaste
staven worden aangetoond en specifiek genetisch materiaal van M. tuberculosis aan-
wezig is dat in de loop van de tijd in concentratie toeneemt. Meer specifiek, de Ct-
waarde van de moleculaire detectie techniek ter bevestiging van de kweek moet in
de loop van de kweektijd (significant) lager worden.

Vloeibare kweek positief

Afenting bloedagar

Kweek opnieuw
decontamineren

M. tuberculosis e NTM detectie

Determinatie*

Typering + antibiogram

*Identificatie met PCR, hybridisatie of sequencing dient tot op het subspecies niveau te
gebeuren.

Een vioeibare Mtb kweek wordt positief beschouwd als in de vioe-
ibare kweek verbruik van zuurstof is en het genoom van Mtb kan
worden aangetoond in een hoeveelheid passend bij de biomassa aan
Mtb die zo een hoeveelheid zuurstof kan hebben verbruikt.

Niveau 4
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Aanbeveling

Identificatie van Mycobacterium tuberculosis complex moet tot op het (sub)species
niveau worden verricht.

Deel 1B - Kweek van niet-respiratoire materialen op M. tuberculosis complex

Bij deze materialen wordt aangeraden zowel vaste media als vloeibare kweekmedia
te gebruiken voor de kweek op M. tuberculosis complex. De voorbehandeling is af-
hankelijk van de aard en de wijze waarop het patiéntmateriaal is verkregen. Bij weef-
selbiopten is homogenisering en concentreren van het materiaal belangrijk omdat de
kweekopbrengst hiermee toeneemt (Garcia, 2007). Hierbij kan er gebruik worden
gemaakt van potterbuizen; een techniek waarbij met een stamper in een glazenbuis
de monsters worden fijngemalen. Tegenwoordig zijn er ook meer geautomatiseerde
homogeniseertechnieken, zoals de Beadbeater® (homogenisatie m.b.v. glasparels)
of GentleMACS® (homogenisatie m.b.v. mesjes) die het voordeel hebben dat ze
gestandaardiseerd werken en een (theoretische) lagere kans hebben op (kruis-) con-
taminatie omdat het gesloten systemen zijn. Echter hier zijn geen (goede) vergeli-
jkende studies naar gedaan en daarom wordt er geen aanbeveling gegeven vanuit
de werkgroep. In het algemeen beveelt de werkgroep aan om alleen gebruik te ma-
ken van steriele disposables of goed te steriliseren materialen, omdat de (langdurige)
kweken gevoelig zijn voor contaminatie.

Pleuravocht

In enkele oude studies wordt aangetoond dat het percentage positieve kweken
toeneemt door grote hoeveelheid pleuravocht (100-500 ml) te centrifugeren, door
meerdere pleurapuncties te verrichten of door een pleurabioptie te nemen. In deze
studies werden echter alleen maar conventionele kweekmedia en proefdieren ge-
bruikt. Recente prospectieve studies laten zien, dat andere factoren belangrijker
zijn voor de opbrengst van de kweek, zoals de plaats van inoculatie (bedside of in
laboratorium) en het gebruik van transportmedium en specifieke kweekmedia. Drie
prospectieve studies vergeleken bedside inoculatie met laboratorium inoculatie van
pleuravocht, gebruik makend van verschillende hoeveelheden pleuravocht en ver-
schillende kweekmedia. Samenvattend bleek bedside inoculatie beter te zijn dan
laboratorium inoculatie indien vloeibare media zoals Bactec werden gebruikt (Cheng,
1999; Luzze, 2001; Maartens, 1991).
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De sensitiviteit van kweken met conventionele vaste media zoals L] in prospectieve
studies bleek maximaal 23 % te zijn (Maartens, 1991). Vloeibare kweekmedia blijken
gevoeliger te zijn dan vaste media zoals L] en de kweek in vloeibare media wordt ook
sneller positief.

Pleurabiopt

Pleurabiopten kunnen niet alleen met kleuring en kweek op de aanwezigheid van my-
cobacterién onderzocht worden, maar ook met histologisch onderzoek. Granuloma-
teuze ontsteking met verkazende necrose in het pleurabiopt wordt ook als sterke
aanwijzing voor tuberculose gezien. De sensitiviteit van histologisch onderzoek in
pleurabiopten was in prospectieve studies 55-85% (Luzze, 2001; Heyderman, 1998;
Levine, 1970; Richter, 1994; Scerbo, 1971), en in retrospectieve studies 45%-80%
(Antoniskis, 1990; Kirsch, 1997; Valdes, 1998).

Lymfklieren

Lymphadenitis tuberculosa wordt meestal gediagnosticeerd in de hals (60-80%) en
is vaak unilateraal (90%). Naast perifere lokalisaties, kan lymfkliertuberculose ook
uitsluitend in mesenteriale klieren of in het mediastinum voorkomen. Gericht ge-
nomenbiopten hebben een hogere opbrengst. Lymfeklierbiopten kunnen niet alleen
met kleuring en kweek op de aanwezigheid van mycobacterién worden onderzocht,
maar ook met histologisch onderzoek. Voor de kweek wordt homogenisering en een
voorbewerking aangeraden, waarbij het materiaal op vaste en vloeibare media wordt
ingezet.

Maaginhoud

Onderzoek van maagsap wordt aangeraden bij verdenking op pulmonale tuberculose
als onderzoek van sputum of bronchoalveolaire lavage niet mogelijk is. De nuchtere
maaginhoud moet ‘s ochtends via hevelen van 20-30 ml fysiologisch zout bij voor-
keur in 5-10 ml Na2CO3 buffer worden opgevangen. Als er geen buffer wordt ge-
bruikt moet het materiaal binnen 4 uur op het laboratorium zijn voor bewerking. Na
concentratie kan het materiaal worden geént op vaste en vioeibare media.

Pericardvocht

Voor de diagnose pericarditis tuberculosa lijkt de combinatie histologisch en micro-
biologisch onderzoek van pericardvocht en/of pericardbiopt het meest aangewezen.
Voor de diagnostiek van pericarditis tuberculosa is onderzoek van pericardweefsel
gevoeliger dan van pericardvocht. Het verschil is niet zo groot dat dit het afnemen
van een pericardbiopt rechtvaardigt.
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Peritoneum

Bij diagnostiek van peritonitis tuberculosa moet rekening worden gehouden met het
gelijktijdig bestaan van andere vormen van tuberculose. De peritonitis kan ontstaan
bij een pulmonale vorm, bij een intestinale vorm of als complicatie bij een urogenitale
tuberculose. In een review van Chow van meer dan 1000 patiénten met peritonitis
tuberculosa komen de auteurs tot de conclusie dat een gerichte peritoneumbiopsie
het meest gevoelig is (Chow, 2003).

Darmmateriaal

Tuberculose kan in de gehele tractus digestivus zijn gelokaliseerd. In een review van
Horvath et al. blijkt er in ruim 75% van de gevallen wel een voorkeurslokalisatie te
bestaan voor het ileocoecaal gebied (Horvath, 1998). Intestinale tuberculose gaat
in 20% gepaard met een actieve pulmonale tuberculose. Diagnose wordt gewoonlijk
via endoscopie gesteld, waarbij de kans op het aantonen van mycobacterién (posi-
tieve auramine, positieve kweek of positieve amplificatie) toeneemt met het nemen
van meerdere en diepe biopten (Kim, 1998). De biopten moeten na homogenisering
worden behandeld met NALC-NaOH en geént op vaste en in vloeibare media.

Urine

Urogenitale tuberculose kan onderdeel zijn van een gedissemineerde tuberculose,
maar manifesteert zich meestal als een endogene reactivatie van tuberculose. Van
patiénten met urogenitale tuberculose heeft 57-70% een afwijkende thoraxfoto pas-
send bij (doorgemaakte) pulmonale TB, en heeft ongeveer 25% anamnestisch pul-
monale of extra pulmonale TB doorgemaakt. Met ochtendurine wordt een hogere
sensitiviteit van de kweek bereikt dan met 24-uurs verzamelurine (Kenney, 1960).
Hoewel goede studies ontbreken wordt geadviseerd drie aparte ochtendurines in
te sturen, omdat hierdoor een hogere opbrengst van de microscopie en kweek kan
worden bereikt. Tenminste 48 uur voor afname van urine mag de patiént geen antibi-
otica hebben gebruikt die de groei van mycobacterién kunnen remmen. De ochtend-
urine wordt voorbehandeld en geént op vaste en in vloeibare media.

Liquor

Tuberculeuze meningitis ontstaat meestal ten gevolge van een ruptuur van een sub-
ependymaal tuberculoom naar de subarachnoidale ruimte en minder vaak als com-
plicatie van hematogene verspreiding. De hematogene verspreiding heeft in het sta-
dium van het primair complex plaats gehad. De kliniek bij tuberculeuze meningitis
wordt bepaald door 3 verschillende pathofysiologische mechanismen: een arachnoi-
ditis met ingroei en laedering van craniaalvaten en basaal gelegen hersenzenuwen
(met als resultante de bekende basaal gelegen hersenzenuwuitval), daarnaast de
vascultis met bloedige en niet-bloedige infarceringen en tenslotte de hydrocehalus
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Voor het stellen van de diagnose tuberculeuze meningitis neemt de liquor een cen-
trale plaats in. Een verhoogde openingsdruk wordt slechts zelden aangetroffen. Naast
microbiologisch onderzoek zal ook chemisch en hematologisch onderzoek steun kun-
nen geven aan de diagnose, hoewel een volstrekt normaal beeld van hematologische
en chemische parameters van de liquor ook is beschreven. Het celgetal in de liquor
varieert van 0 tot 1500/mm3., Het eiwitgehalte is meestal licht verhoogd en het glu-
cosegehalte kan verlaagd zijn, hoewel in een studie dit slechts in 16% van de patién-
ten met tuberculeuze meningitis werd aangetroffen (Kennedy, 1979). De cellen zijn
meestal lymfocytair, maar in het beginstadium van de meningitis kan dit polynucleair
zijn.

Geadviseerd wordt om minimaal 6 mL liquor af te nemen (Kennedy, 1979; Marais
2010). In het onderzoek van Thwaites et al. was er een significant verschil van micro-
biologische opbrengst tussen liquor monsters van 4 mL of minder en liquor monsters
van 5 mL of meer (Thwaites, 2004). Er is geen onderzoek gedaan naar het nut van
“bed-side” beénting van liquor monsters rechtstreeks in vloeibare kweekmedia, zoals
bij pleuravocht. Wel blijkt uit het onderzoek van Thwaites et al. dat herhaald onder-
zoek van liquor, ook na het starten van de therapie de opbrengst van microscopie
(met 10%), kweek en PCR (met 42%) vergroot (Thwaites, 2004). Vooral de combi-
natie van kleuring en moleculaire diagnostiek bereikt dan een sensitiviteit van meer
dan 80%. Hoewel M. tuberculosis door de cordfactor in liquor kan samenklonteren en
een stolsel kan veroorzaken, wordt hierover in recente literatuur niets meer vermeld.
Wel raadt de werkgroep aan om afgenomen liquor te inspecteren op de aanwezigheid
van een stolsel en dit eventueel apart te onderzoeken.

Niet-voorbehandeld sediment en het resterende supernatant moeten op vaste media
en in vloeibare media worden beént. Helaas bestaat er geen literatuur over een even-
tuele meeropbrengst van directe enting van 5-10 mL liquor in vloeibare kweekmedia.
Als het mogelijk is om drie liquor monsters te onderzoeken op de aanwezigheid van
zuurvaste staven met kweek en PCR vindt de werkgroep het te overwegen om één
liguor zo snel mogelijk na afname in zijn geheel te gebruiken voor kweek in een vioei-
baar medium. De opbrengst van liquor monsters die langer dan 5 dagen na het de
start van de therapie zijn afgenomen, zijn meestal al negatief in de kweek tenzij er
sprake is van resistentie en een hoge lading van zuurvaste staven in de liquor.

Voor de kweek van niet-respiratoire materialen op M. tuberculosis
complex is naast een vloeibaar medium ook een vast medium nodig.
Afhankelijk van de aard van het materiaal zal de voorbewerking
bestaan uit homogenisering met decontaminatie en concentratie.

Niveau 1
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Kweek van respiratoire en niet-respiratoire materialen op niet-tuberculeuze
mycobacterien.

Uitgangsvraag
Wat is de optimale uitvoering van de kweek om nontuberculeuze mycobacterién te
isoleren uit patiéntmaterialen?

Inleiding

De kweek is de basis van de diagnostiek van ziekte door nontuberculeuze mycobac-
terién (NTM; in het verleden ook “atypische mycobacterién” genoemd). Van de ruim
160 soorten NTM zijn er slechts 25 die met enige regelmaat uit klinische materialen
worden geisoleerd en geassocieerd zijn met NTM ziekte. ,2 NTM kunnen infecties
van alle organen veroorzaken, maar longinfecties zijn veruit het meest frequent,
gevolgd door lymfadenitis bij kinderen, gedissemineerde infecties bij ernstig immu-
ungecompromitteerden en huid, weke delen of bot/gewricht infecties na inoculatie
(zoals de huidinfectie door M. marinum) (Griffith, 2007).

Een positieve NTM kweek uit een normaal steriel materiaal is zeer suggestief voor
ziekte, tenzij contaminatie van het materiaal aannemelijk kan worden gemaakt. Voor
pulmonale en tractus digestivus monsters geldt dit niet, omdat de NTM, als omge-
vingsbacterién, hierin aanwezig kunnen zijn zonder ziekte te veroorzaken. Voor deze
materialen, met name pulmonale materialen geldt dat de diagnose van NTM (long)
ziekte pas te stellen is wanneer meerdere positieve kweken met hetzelfde species
zijn verkregen bij een symptomatische pati€ént met passende radiologische afwijkin-
gen (en waar mogelijk passend histologie) (van Ingen, 2013).

Om deze diagnose te stellen moeten ten minste drie separaat afgenomen respiratoire
materialen van ten minste redelijke kwaliteit zijn verkregen. Separaat afgenomen
betekent hier niet, zoals bij TB, op opeenvolgende dagen. Er dient een interval van
ten minste een week te worden aangehouden (Griffith, 2007). Dit interval is niet
gestoeld op klinische studies, maar wordt aangehouden om tijdelijke kolonisatie,
bijvoorbeeld na contact met aerosolen bij douchen of drinken van (kraan)water, te
kunnen onderscheiden van een ware infectie.

De mate van klinische relevantie, dus het percentage van patiénten met positieve
kweken met een NTM species uit respiratoire materialen waarbij daadwerkelijk
sprake blijkt van NTM longziekte, verschilt sterk per species. Zo veroorzaken M. gor-
donae en M. chelonae vrijwel nooit longziekten, in tegenstelling tot M. malmoense
en M. kansasii waarbij meer dan 70% van de positieve kweken klinisch relevant
zijn, dus passend bij NTM longziekte (van Ingen, 2009; Hoefsloot, 2009). Van het
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veelvoorkomende M. avium complex kan in ongeveer de helft van de patiénten met
een positieve kweek uiteindelijk de diagnose M. avium complex longziekte worden
gesteld (van Ingen, 2009).

Zoekvragen
1. Wat is de meest effectieve voorbehandeling voor de kweek?
2. Geeft de combinatie van kweken op vast medium en in vloeibaar medium
een meerwaarde?
3. Bij welke temperatuur moet worden geincubeerd?

Selectiecriteria literatuur

PubMed search dd. 09.04.2014: (“Mycobacterium”[Mesh]) AND (“Culture Tech-
niques”[Mesh] OR “Culture Media, Conditioned”[Mesh] OR "“Culture Media”[Mesh])
Filters: Abstract available, Humans, English, tijdsperiode [1995-2013]. Vervolgens is
een selectie gemaakt van voor de zoekvraag relevante literatuur. Alle diagnostische
studies met minder dan 10 NTM isolaten werden niet gebruikt.

Literatuur per zoekvraag

1. Wat is de meest effectieve voorbehandeling voor de kweek?

De voorbehandeling voor de kweek is voor NTM in principe niet anders dan voor
M. tuberculosis complex, met één belangrijke uitzondering: patiénten met Cystic
Fibrosis. Deze patiéntgroep heeft een verhoogd risico op het ontwikkelen van NTM
longziekte. Specifiek in deze groep is contaminatie van mycobacteriéle kweken een
frequent voorkomend probleem. Dit hangt samen met de overige luchtwegflora van
deze patiénten, in het bijzonder het voorkomen van pseudomonaden en schimmels
in hun luchtwegen.

Een partiele oplossing voor dit probleem kan worden verkregen met een tweede de-
contaminatie-stap met 5% oxaalzuur. In eerdere studies (door 1 groep gedaan) kon
hiermee de contaminatiegraad van L] kweken worden verlaagd van 74% naar 5%
en die van BacTec460 viloeibare kweken van 36% naar 3%. Deze resultaten bleken
echter vooral gunstig in microscopie-positieve materialen. In materialen met een
lagere load kan deze decontaminatie de sensitiviteit van kweek verlagen (Whittier,
1993; Whittier, 1997).

Als alternatief voor de 1% NALC-NaOH decontaminatie is decontaminatie met chloor-
hexidine mogelijk. Een studie heeft 1% chloorhexidine vergeleken met 0.25%/1%
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NaLC-NaOH gevolgd door 5% oxaalzuur in 827 sputa van CF patiénten. Chloorhex-
idine decontaminatie leverde tweemaal zoveel kweken met NTM op (6.50% versus
3.25%), ondanks een hogere contaminatiegraad in de chloorhexidine behandelde
materialen (20% versus 14.2%) (Ferroni, 2006). Hoewel veelbelovend kent deze
methode een groot bezwaar. Voor het bufferen van de chloorhexidine bij het voor-
bereiden van de kweek is veel lecithine nodig en dit verstoort de sensor van de
MGIT960 geautomatiseerde vloeibare kweeksystemen. Kweken kunnen dan dus al-
leen op LJ of andere vaste media worden ingezet. Een latere studie bevestigde het
gunstige effect van chloorhexidine decontaminatie, maar liet zien dat de winst in sen-
sitiviteit met kweek op vaste media niet opweegt tegen NaLC-NaOH decontaminatie
en kweek in vloeibare media (De Bel, 2013).

De voorbereiding middels NALC (1%) voor de vervloeiing en NaOH
Niveau 3 (1%) voor de decontaminatie wordt ook voor NTM beschouwd als
de standaard.

Overige overwegingen

Alleen bij Cystic Fibrosis patiénten met sterke verdenking NTM ziekte maar gecon-
tamineerde kweken kan alternatieve decontaminatie overwogen worden middels
chloorhexidine of NALC-NaOH met vervolgens oxaalzuur.

Centra die veel mycobacteriéle diagnostiek doen voor Cystic Fibrosis patiénten of
andere patiénten met bronchiéctasieén zullen een hogere contaminatiegraad van hun
kweken zien; de streefwaarden die in het hoofdstuk over de kweek voor M. tubercu-
losis worden gehanteerd zijn dan mogelijk niet haalbaar.

2. Geeft de combinatie van kweken op vast medium en in vioeibaar medium
(MGIT) een meerwaarde?

Uit de meta-analyse van Cruciani et al (Cruciani, 2004) komt een toename in sensiti-
viteit van 10% naar voren, bij het toevoegen van de L] kweek aan het MGIT960 vloe-
ibaar kweeksysteem. Voor deze meta-analyse konden 10 studies, met 14.745 mon-
sters, worden gebruikt, allen uit de periode 1990-2003. Naast deze studies vonden
wij nog 9 studies waarin de NTM data specifiek wordt benoemd en waaruit de
sensitiviteit voor verschillende kweekalgoritmes herleidbaar was (Chew, 1998; Idi-
goras, 2000; Sorlozano, 2009; Rivera, 1997; Alcaide, 2000; Lu, 2002; Lee J, 2003;
Sharp, 2000; Hillemann, 2006). De data uit deze studies en de meta-analyse zijn
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weergegeven in Tabel 4b.1. Over andere vloeibare media en commerciéle systemen
is minder gepubliceerd dan over MGIT. Voor alle studies geldt dat in de analyses alle
verschillende materialen (steriel vs niet-steriel, respiratoir vs anders) gepooled zijn.
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=
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Tabel 4b.1 Overzicht van studies naar sensitiviteit van kweekalgoritmes,
specifiek voor NTM

Sensi- L
e = . Sensitiviteit waarde
Aantal tiviteit .
MGIT+vaste combi-
NTM MGIT . .
patiénten ° media (%) natie
(€Y (%)

Aantal
samples/

Cruciani,
2004* 14745 571 66% 76% 10%
48 (alleen

B - o, 0, 0,
Chew, 1998 603 / MAC) 94% 98% 4%
Idigoras,
i 2832/ - 120 83% 94% 11%
Sorlozano,
2009% 1770 / 696 21 71% 100% 29%
Rivera, 1997* 202/ 100 12 58% 100% 42%
Alcaide
—“2000* 1068 / - 24 63% 75% 12%
Lu, 2002* 6.062 / - 213 88% 100% 12%
Lee ]
—“2003*** 1.396 / 622 19 100% 100% 0%
Sharp, 2000* 2.271/ - 293 68% 100% 32%
Hillemann, o oog /. 259 86% 100% 14%

2006%****x

* alleen Léwenstein-Jensen medium gebruikt als vast medium

**| dwenstein-Jensen, Coletsos en Middlebrook 7H11 als vast medium
**x*| dwenstein-Jensen en Middlebrook 7H11 als vast medium

**x*| gwenstein-Jensen en Stonebrink als vast medium
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Kweken zowel op L] medium als in MGIT geeft een gewogen meer-
Niveau 1 waarde van 15,3% positieve uitslagen ten opzichte van kweken in
de MGIT alleen.

Overige overwegingen

De epidemiologie in Nederland is dusdanig veranderd dat een gemiddeld Nederlands
laboratorium voor mycobacteriologie nu vrijwel evenveel NTM als M. tuberculosis
complex isoleert. De klinische presentatie van NTM infecties kent zoveel overlap met
die van tuberculose dat een onderscheid op basis van klinisch beeld niet goed moge-
lijk is. Alleen bij specifieke hoog-risico groepen voor tuberculose kan in de kweek
specifiek gericht worden op M. tuberculosis complex. Bij specifiek risicogroepen voor
NTM infecties, zoals Cystic Fibrosis patiénten, dient juist zoveel mogelijk op NTM
gericht te worden.

De beschreven toegevoegde waarde van L] kweek wordt mede bepaald door de di-
versiteit in NTM species. Deze verschilt per gebied. Niet alle literatuur zal dus een-
voudig te extrapoleren zijn naar de Nederlandse setting.

Belangrijk is dat een aantal klinisch relevante NTM (Mycobacterium haemophilum,
Mycobacterium genavense) niet of nauwelijks groei vertonen op in de routine ge-
bruikte media. Voor M. haemophilum dient een extra ijzerbron aan het medium te
worden toegevoegd (ijzerammoniumcitraat, factor X, FOS [BD Bioscience], hemine
of vergelijkbaar) of kan een chocolade plaat worden beént. Er zijn aanwijzingen dat
dit species beter groeit bij 30 dan bij 37 graden Celsius (zie onder) (Saubolle, 1996;
Bruijnesteijn, 2005). Dit species veroorzaakt in Nederland vooral lymfadenitis bij
kinderen en gedissemineerde huidinfecties bij ernstig immuungecompromitteerden.

Voor Mycobacterium genavense is het optimale kweekmedium nog niet bekend, maar
het aanzuren van het MGIT / Middlebrook 7H9 medium tot een pH van 5.5-6.0, het
toevoegen van bloed (humaan of schaap) of houtskool verhogen allen de sensitiviteit.
Zonder deze supplementen heeft M. genavense een incubatieduur van 3 maanden
nodig om tot zichtbare groei in het MGIT medium te komen. Een vast medium met
bloed, houtskool, caseine en gistextract, aangezuurd tot pH 6.0 is succesvol gebleken
voor veterinaire materialen (dit NTM species veroorzaakt ziekte bij vogels) (Realini,
1999). Een practische overweging is het gebruiken van de medium voor pyrazinamide
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gevoeligheidsbepalings van de MGIT960 (BD Bioscience, Erembodegem, Belgié€); dit
medium is reeds aangezuurd. Dit species veroorzaakt vooral gedissemineerde infec-
ties bij ernstig immuungecompromitteerden, maar sporadisch ook longinfecties.
Tevens is bekend dat niet alle positieve kweken in het MGIT medium ook daadwer-
kelijk door het geautomatiseerde systeem worden opgemerkt. Dit probleem treedt
vooral op bij zeer traag groeiende NTM, notoir bij M. xenopi. In 1 studie werden
slechts 13 van de 44 M. xenopi isolaten door het MGIT systeem gedetecteerd; alle
anderen werden pas bij visuele inspectie onderkend (Piersimoni, 2009). Een MGIT
buis die door het systeem na de normale duur van incubatie als negatief wordt
aangemerkt dient visueel te worden geinspecteerd op groei voordat de buis wordt
vernietigd (Piersimoni, 2009).

Tenslotte zijn er ook NTM species die in het geheel niet groeien op artificiéle me-
dia, zoals ‘M. tilburgii’ en M. ulcerans (verwekker van Buruli ulcer disease, ernstige
huidinfectie). Bij microscopie-positieve maar kweek negatieve monsters dient dit in
overweging te worden genomen.

Aanbevelingen

Bij de kweek voor detectie van nontuberculeuze mycobacterién is de vloeibare
kweek alleen niet voldoende en zullen er vaste media moeten worden ingezet;
specifieke supplementen kunnen nodig zijn.

Een door geautomatiseerde kweeksystemen als ‘negatief’ aangemerkte kweek dient
visueel te worden geinspecteerd op groei alvorens de buis wordt vernietigd

3. Bij welke temperatuur moet worden geincubeerd?

Er is tot op heden maar 1 studie verricht naar de meerwaarde van het incuberen van
vloeibare kweken (BacT/Alert 3D) en LJ buizen bij zowel 30°C als 37°C. Hieruit kwam
naar voren dat bij 37°C 1 M. marinum isolaat (van 5 M. marinum; 16 NTM in totaal)
werd gemist en dat de overige M. marinum isolaten sneller gedetecteerd werden bij
30 graden Celsius (Alfa, 2011).

Er is ook klinische ervaring dat M. haemophilum sneller groeit bij 30°C dan bij 37°C
(Saubolle, 1996). In een studie in Nederland kon bij 16 kinderen met lymfadenitis
M. haemophilum als verwekker worden aangetoond met kweken bij 37°C, kweek op
X-factor gesuppleerde kweken bij 30°C en een species-specifieke rtPCR. De routine
kweek leverde groei op bij 1 patiéntje, terwijl X-factor gesuppleerde media bij 30°C
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bij 9 kinderen groei opleverden van M. haemophilum. Er werden geen gesuppleerde
media bij 37°C geincubeerd (Bruijnesteijn, 2005).

Voor het aflezen van de vioeibare kweek bij 30 graden Celsius kan de microMGIT
reader worden gebruikt (indien MGIT buizen worden geincubeerd), of visuele inspec-

tie

NTM kweken van huid, weke delen, bot of gewrichtmaterialen dienen

Niveau 3 bij 30°C en 37°C te worden geincubeerd

Aanbevelingen

NTM kweken van respiratoire materialen moeten worden geincubeerd bij een tem-
peratuur van 35°C-37°C

NTM kweken van huid, bot of lymfekliermaterialen moeten worden geincubeerd bij
een temperatuur van 30°C en 35-37°C

Overige overwegingen
Over de meerwaarde van het incuberen van zowel vaste als vloeibare media bij 30°C
graden zijn onvoldoende gegevens beschikbaar. De beschikbare data uit 1 studie is

gebaseerd op vaste (LJ) en vioeibare media (BacTAlert 3D) bij 30°C en 37°C (Alfa,
2011).
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Uitgangsvraag
Welke methode is het meest geschikt om Mycobacterium isolaten te identificeren op
(sub-) species niveau?

In dit hoofdstuk wordt de meest geschikte benadering beschreven om mycobacterién
die geisoleerd worden uit klinisch materiaal te identificeren voor ondersteuning van
de diagnostiek, de behandeling en het epidemiologisch onderzoek.

Inleiding

Tot in de jaren negentig werden in Nederland Mycobacterium isolaten geidentificeerd
aan de hand van hun groeikarakteristieken en hun biochemische functioneren, soms
gecombineerd met serologische testen. Snelheid, reproduceerbaarheid en onder-
scheidend vermogen van deze klassieke testen waren beperkt.

De komst van DNA technologie heeft dit onderwerp revolutionair veranderd. Eind
jaren tachtig werd het AccuProbe systeem (GenProbe, San Diego) op de markt
gebracht, waarmee een M. tuberculosis complex cultuur binnen enkele uren kond
worden herkend op basis van de detectie van specifiek ribosomaal RNA. In daarop
volgende jaren werden ook AccuProbe assays geintrocudeerd voor het herkennen
M. kansasii, M. gordonae en M. avium complex. Eind jaren negentig werden reverse
line blots geintroduceerd voor het onderscheiden van de (sub)species in het M. tu-
berculosis complex en het identificeren van de bij de mens meest frequent gevonden
non-tuberculeuze Mycobacterium (NTM) species .

In het laatste decennium zijn in toenemende mate DNA sequentie analyse tech-
nieken gebruikt om bepaalde semi-geconserveerde delen van het mycobacte-
rieel genoom te onderzoeken op species specifieke sequenties. Hierbij worden
bijvoorbeeld het 16S rRNA gen, het rpoB gen, het hsp65 gen en 16S-23S inter-
nal transcribed spacer (ITS) onderzocht, of zelfs combinaties hiervan (Springer,
1996; de Zwaan, 2014; Roth, 1998; McNabb, 2004; Adékambi, 2003; Macheras
2011; Zelazny, 2009). Door de toepassing van DNA technologie zijn in de laat-
ste twee decennia veel nieuwe species toegevoegd aan de NTM, en ook enkele
aan het Mycobacterium tuberculosis complex. De taxonomie heeft hierdoor een
sterke ontwikkeling doorgemaakt, al is het einde hiervan nog lang niet in zicht.
Het correct identificeren van mycobacterien is niet louter een academische exercitie.
Door grote verschillen in overdraagbaarheid, klinische relevantie, geassocieerde ziek-
tebeelden en gevoeligheid voor antibiotica kan een correcte identificatie van grote
invloed zijn op het beleid.
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Zoekvragen
1. Welke identificatiemethoden zijn er op dit moment beschikbaar?
2. Welke methoden zijn in Nederland aan te bevelen voor de identificatie van
M. tuberculosis complex isolaten?
3. Welke methoden zijn in Nederland aan te bevelen voor de identificatie van
NTM isolaten?

Selectiecriteria literatuur

Originele artikelen in het Engels tot en met december 2014 via PubMed. De volgende
MeSH termen werden alleen en in combinaties gebruikt: “Mycobacterium/classifica-
tion”, “Mycobacterium/genetics”, "RNA, Ribosomal, 16S”) en “heat-shock protein 65,
Mycobacterium”[Supplementary Concept]) .

Samenvatting van literatuur

Bij het vinden van een positieve kweek dient eerst onderscheid te worden ge-
maakt tussen het M. tuberculosis complex, non-tuberculeuze mycobacterién
(NTM; M. leprae is niet kweekbaar) en andere micro-organismen (Griffith DE
2007). Hiervoor kan gekozen worden voor een moleculaire test die M. tuberculo-
sis complex kan aantonen. Er zijn testen voor het direct aantonen van mycobac-
terién in klinisch materiaal en methoden om kweken te identificeren. Sommige
testen zijn voor beide doeleinden geschikt, zoals bijvoorbeeld een IS6110 PCR
of een commerciéle test zoals de MTBDRplus (zie hoofdstuk moleculaire detec-
tie). Vooral bij het analyseren van een klein aantal samples en voor het verkrijgen
van een resultaat binnen enkele uren, biedt deze methode een aantal voordelen.
Een tegenwoordig ook veel gebruikte optie voor het aantonen van M. tuberculo-
sis complex in kweken is de immuno-chromatografische test. Er zijn inmiddels een
aantal tests ontwikkeld die op basis van reactiviteit met M. tuberculosis specifieke
antigenen identificatie als M. tuberculosis complex mogelijk maken in een vloeibaar
kweekmedium. In Nederland is de TBc ID (BD Bioscience) beschikbaar, die het MPT64
antigen detecteert. In studies toont deze methode een sensitiviteit van 95.2% tot
98.5% en specificiteit van 99.2% tot 100% (Martin, 2011; Lu, 2011). Fout-negatieve
uitslagen worden gezien bij stammen met mutaties in het gen dat MPT64 codeert en
bij M. bovis BCG stammen waarin dit gen afwezig is. Fout-positieve uitslagen worden
met name gezien bij zwaar gecontamineerde kweken.

Vanzelfsprekend is er een veelheid aan DNA/RNA in-house of commerciéle techniek-
en beschikbaar om op efficiénte wijze M. tuberculosis complex en NTM (sub)species
te identificeren in positieve kweken.
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In Tabel 5.1 is een overzicht te zien van de momenteel meest relevante en gebruikte

identificatiemethoden voor gekweekte mycobacterién.

Tabel 5.1 In Nederland commercieel beschikbare reverse line blots voor Myco
bacterium identificatie

Alleen MTBC:

M. tuberculosis, M. africanum, M.
bovis, M. bovis BCG, M. caprae & M.
microti

GenoType MTBC Hain gyrB/RD1

GenoType Mycobac-
terium CM

Mycobacterium species* & MTBC

Hain 23S rRNA gen 13 NTM species

GenoType Mycobac-
terium AS

Mycobacterium species*

Hain 23S rRNA gen 16 NTM species

Mycobacterium species*, MTBC
16 NTM species

INNO-LiPA MYCO- Fujirebio 16S-23S ITS
BACTERIA v2

MTBC: Mycobacterium tuberculosis complex
*Mycobacterium species betekent hier dat het isolaat alleen geidentificeerd wordt als
behorend tot het genus Mycobacterium.

Voor iedere reverse line blot geldt dat de identificaties een versimpelde weergave
van de realiteit kan zijn. De specificiteit van gebruikte probes is namelijk niet 100%,
zoals bijvoorbeeld voor bepaalde zeldzame M. avium complex leden. Een aantal bek-
ende pitfalls/misidentificaties is weergegeven in Tabel 5.2 (van Ingen, 2010; Tor-
toli, 2010). In algemene zin kan worden gesteld dat de probes voor het M. avium
complex voor de commerciéle systemen niet erg nauwkeurig zijn. De zeldzamere
species binnen dit complex worden veelal onterecht als M. avium of M. intracel-
lulare geidentificeerd en een aantal species dat verwant is aan M. scrofulaceum
(zoals M. saskatchewanense, M. nebraskense, M. mantenii en M. seoulense) wordt
onterecht als M. scrofulaceum of M. avium complex geidentificeerd (van Ingen,
2010; Tortoli, 2010; van Ingen, 2009). Gezien overeenkomsten in klinische man-
ifestaties en gevoeligheid voor antibiotica levert dit in de praktijk weinig proble-
men op. Dit geldt ook voor het M. fortuitum complex, waarvan de meeste species
ook niet nader dan tot het M. fortuitum complex niveau kunnen worden geidentifi-
ceerd met de beschikbare reverse line blots. Omdat deze species minder pathogeen
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geacht worden en behandeling afhankelijk is van het gevoeligheidspatroon (Griffith
DE, 2007) is de moeizame identificatie echter klinisch geen belangrijk probleem.
Met de voortschrijdende inzichten in taxonomie wordt ook een toenemend aantal
species beschreven dat verkeerd geidentificeerd wordt met deze reverse line blots.
Hierbij dient wel aangetekend te worden dat de taxonomie nog volop in ontwikkeling
is en de nieuwe species benamingen niet altijd veel toevoegen aan de diagnostiek.

\

Tabel 5.2 In Nederland relevante misidentificaties door reverse line blots

Feitelijk species Afgegeven identificatie

M. pinnipedii (seal tuberculosis) . africanum

(CEE S LS M. orygis (antelope tuberculosis) . africanum

GenoType Mycobacteri- | M. riyadhense . tuberculosis complex

um CM / AS M. chimaera . intracellulare
INNO-LiPA MYCOBAC- | M- tilburgii simiae
TERIA v2 M. sherrisii . Simiae

M. holsaticum . gordonae

XX ||

De taxonomie binnen het M. tuberculosis complex wordt opgehangen aan een serie
grote (“regions of difference”) en kleine deleties (Brosch, 2002; Halse, 2011) en
variaties in het gyrase gen. Hoewel deze zeker in te zetten zijn om onder klinische
isolaten onderscheid te maken tussen sub-groepen in het complex, bijvoorbeeld door
de “regions of difference” aan te tonen middels real-time PCR (Halse, 2011), is de
MTBC reverse line methode (Hain) een snelle, betrouwbare benadering om een nader
onderscheid te maken in deze genetisch sterk geconserveerde bacterién. In de va-
riable number of tandem repeat (VNTR) typering kunnen de (sub) species die niet in
de MTBC reverse line blot worden aangetoond wel worden herkend. Het gebruik van
deze benadering is op dit moment de dagelijkse praktijk in Nederland, al is de eval-
uatie hiervan nog niet gepubliceerd (van Soolingen; persoonlijke mededeling). Het
belang van de nadere identifiactie binnen het M. tuberculosis complex is enerzijds
vroegtijdig het bijsturen van therapie (M. bovis wordt langer behandeld en zonder
pyrazinamide) en anderzijds het sturen van het bronopsporing en contactonderzoek
(M. bovis en M. africanum laten doorgaans minder secundaire ziektegevallen zien (de
Jong, 2008), het aantonen van andere, dierlijke species kunnen specifiek brononder-
zoek (on)nodig maken).
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Zoals voor de bacteriologie in het algemeen, is er ook voor NTM een interesse in het
ontwikkelen van MALDI-ToF als identificatie methode vanwege de snelheid en lage
kosten. Hoewel inmiddels grote stappen zijn gezet in het standaardiseren van ex-
tractiemethoden (Buchan, 2014) is de waarde van deze methode nog onvoldoende

vastgesteld (van Ingen, 2015).

Voor het onderscheiden van M. tuberculosis complex van NTM in
Niveau 1 een nieuw positieve vloeibare kweek zijn zowel PCR als immuno-
chromatografische assays betrouwbaar en bruikbaar.

De verschillende M. tuberculosis complex (sub)species (momenteel
M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis caprea, M. bovis
BCG, M. canettii, M. pinnipedii, M. microti, M. mungi en M. orygis)
hebben ieder een eigen epidemiologie en/of behandeling. Op dit
moment is de reverse line blot methode van Hain (MTBC) de meest
efficiénte wijze om onderscheid te maken tussen de meest rele-
vante (sub)species in het M. tuberculosis complex. Voor de meer
uitzonderlijke (sub)species is de VNTR typering nodig om deze te
herkennen. Er zijn diverse reverse line blot methoden (Innogenetics
en Hain) die de meest frequente NTM species kunnen herkennen

Niveau 3

Met DNA sequencing van bepaalde semi-geconserveerde genomis-
che targets, zoals het 16S rRNA gen, het hsp65 gen en het rpoB
gen, kunnen de meeste NTM species herkend worden. Het onder-
scheidend vermogen van deze targets verschilt per species en NTM
complex. Het meest gebruikt wordt de 16S sequencing en daar is
een grote data base van beschikbaar. Het rpoB gen en het hsp65
gen kennen een groter onderscheidend vermogen, met name bin-
nen de species van snel groeiende NTM.

Niveau 2

De ervaringen met Maldi-ToF zijn op dit moment te beperkt om deze

e identificatie aan te bevelen.

Overige overwegingen

Bij patiénten met NTM longinfecties is het niet ongebruikelijk dat in de tijd ver-
schillende NTM species (soms gelijktijdig) aanwezig zijn. Bekend verschijnsel is het
overgaan van een M. avium complex infectie in een M. abscessus infectie (Griffith
DE, 2007). Om die reden adviseren richtlijnen voor diagnostiek en behandeling om
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alle geisoleerde NTM moleculair te identificeren; dit geldt ook voor vervolgisolaten
(Griffith DE, 2007; van Ingen, 2015). In de loop van 2015 en 2016 zullen nieuwe
richtlijnen voor NTM infecties verschijnen (vanuit ATS/ERS/ESCMID/IDSA en vanuit
Britse en Noord-Amerikaanse CF foundation) die hier ook voor zullen gaan pleiten (J.
van Ingen, persoonlijke communicatie).

Er komt steeds meer klinisch bewijs dat het onderscheiden van subspecies binnen
M. abscessus belangrijk is om de klinische relevant in te schatten, omdat een van de
subspecies (M. abscessus subsp massiliense) een -door deletie- dysfunctioneel erm
gen heeft en daardoor gevoelig is voor macroliden. De overige subspecies vertonen
allen induceerbare macrolide resistentie. Dit onderscheid is slechts te maken met
hsp65 of rpoB gen sequencing, of door het erm gen zelf te amplificeren na identifi-
catie als M. abscessus met een andere techniek (van Ingen, 2015).

Er is inmiddels ervaring opgedaan met MALDI-ToF in een aantal centra in Nederland.
Hoewel met een regelmatig geupdate database het onderscheidend vermogen re-
delijk tot goed lijkt, is deze techniek niet geschikt voor direct gebruik in positieve
vloeibare kweken. In die setting is slechts 50% van de isolaten direct te identificeren.
De niet te identificeren kweken geven geen mooi eiwitspectrum vanwege vertroebe-
ling door eiwitten uit afgedode keelflora en contaminanten. Slechts na subcultuur op
vaste media wordt het mogelijk om >90% van de isolaten alsnog te identificeren. Dit
vereist wel regelmatig “naschieten” om een kwalitatief optimaal spectrum te verkrijg-
en (J. van Ingen, RadboudUMC, manuscript ingestuurd voor publicatie).

Aanbevelingen

Een identificatie tot het subspecies niveau van M. tuberculosis complex isolaten is
van belang voor de behandeling van de patiént en het contactonderzoek.

Een juiste identificatie van NTM wordt aanbevolen om de behandeling van de patiént
te optimaliseren en voor epidemiologisch onderzoek.

Voor de identificatie van de (sub)species van M. tuberculosis complex en van NTM
zijn de reverse line blot assays van Hain en Innogenetics/Fujirebio aan te bevelen.

Voor de identificatie van de (sub)species van NTM kan additionele sequentie ana-
lyse van 1 of meerdere genomische targets nodig zijn.

Alle geisoleerde NTM dienen moleculair te worden geidentificeerd.
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Uitgangsvraag

Wat is de meest optimale manier om moleculaire detectie van M. tuberculosis complex
te gebruiken in de diagnostiek van tuberculose? Dit hoofdstuk gaat over de molecu-
laire detectie direct in patiéntmateriaal. Het identificeren en typeren van gekweekte
M. tuberculosis complex isolaten wordt besproken in het hoofdstuk “Typeringen”.

Inleiding

Om nucleinezuren (DNA en/of RNA) van M. tuberculosis complex in patiéntmonsters
aan te tonen, wordt gebruik gemaakt van een nucleinezuur amplificatie techniek
(NAT). Een NAT is gebaseerd op het principe dat kleine stukjes DNA (primers) zich
specifiek aan een stuk van het DNA/RNA (target) van het te onderzoeken pathogeen
kunnen binden. Dit stuk wordt vervolgens geamplificeerd. Er zijn verschillende NAT-
en, b.v. polymerase-chain reaction (PCR), nucleic acid sequence based amplification
(NASBA), transcription-mediated amplification (TMA) en loop-mediated isothermal
amplification (LAMP). Daarnaast zijn er verschillende methoden om het geamplifi-
ceerde product te detecteren. In Nederland wordt real-time PCR (RT-PCR of qPCR)
het meest gebruikt, daarom wordt in deze richtlijn vooral aandacht aan deze techniek
besteed.

Om een optimaal resultaat van de NAT te verkrijgen is het van belang dat de tijd
tussen afname van de patiéntmaterialen en het verwerken ervan zo kort mogelijk is.
Hoewel niet bekend is hoe lang patiéntmaterialen opgeslagen kunnen worden voor
moleculaire diagnostiek naar mycobacteriéle infecties, wordt het aanbevolen om het
materiaal niet langer dan 1 week bij 4°C te bewaren. De sensitiviteit van de NAT
wordt beinvioed door de methode van DNA-extractie, de amplificatieparameters en
de gebruikte primers/probes. De sensitiviteit neemt toe bij gebruik van primers voor
een target sequentie die in meerdere kopieén aanwezig is.

Bij in-house ontwikkelde assays wordt vaak als target het insertie-element IS6110
gebruikt omdat dit (veelal) in meerdere kopieén voorkomt in het genoom van het M.
tuberculosis complex (zie Figuur 6.1, bron RIVM).

In Nederland heeft een aantal laboratoria gezamenlijk een IS6110 RT-PCR ontwikkeld
(Savelkoul, 2006) die in ons land veel wordt gebruikt. Recent zijn de resultaten van
de ervaringen van 6 Nederlandse ziekenhuizen gemeld in het "Nederlands Tijdschrift
voor Medische Microbiologie” (December 2014) waarbij in een periode van 2 jaar
(2004-2006) respiratoire en niet-respiratoire materialen zijn getest. De resultaten
van de PCR van beide materiaalsoorten was vergelijkbaar, met de kweekopbrengst
als standaard. Een nadeel is echter, dat in de literatuur M. tuberculosis stammen
zijn beschreven waarbij het IS6110 element ontbreekt (Das, 1993; Herrera, 1996;
Huyen, 2013; Sahadevan, 1995; Thierry, 1995; Yuen, 1993). De prevalentie van
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Figuur 6.1 Speiding van het aantal kopién IS6110 per genoom
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deze stammen varieert per regio: wereldwijd is dat rond 0,1%, in Vietham rond 8%
en in bepaalde delen van India rond 20% (Chauhan, 2007). Andere targets zoals het
16S rRNA, rpoB, sod, 32Kda en dnal gen kunnen ook worden gebruikt voor het de-
tecteren van M. tuberculosis, al dan niet in combinatie met IS6110. Het mpt40 gen
is niet geschikt in Nederland, omdat 8% van de geisoleerde stammen dit gen mist.

Zoekvragen

1. Kan een NAT zowel op direct als op voorbehandeld materiaal worden uit-
gevoerd?

2. Welke NAT dient te worden gebruikt met welke sensitiviteit en specificiteit?

3. Kan de diagnostiek m.b.v. een NAT worden verbeterd door meerdere mon-
sters per patiént te analyseren?

4. Moet een positieve NAT worden bevestigd met een andere methode dan
kweek?

5. Hoe snel moet een NAT worden uitgevoerd, hoe in het weekend?

6. Kan de NAT de auramine kleuring vervangen bij een aanvraag op alleen M.
tuberculosis?

7. Welke controles moeten worden meegenomen bij het uitvoeren van een NAT?

8. Kan de NAT de kweek vervangen bij een aanvraag op alleen M. tuberculosis?
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Selectiecriteria literatuur
Originele artikelen in het Engels tot en met februari 2014 via Pubmed.
Nationale Richtlijnen, Policy Statements WHO.

Samenvatting van literatuur per zoekvraag

1. Wat is het effect van de voorbehandeling_?

Er is weinig tot geen literatuur beschikbaar over het effect van voorbehandeling op de
gevoeligheid van de NAT voor M. tuberculosis complex. Met voorbehandeling worden
de stappen bedoeld die worden genomen om materiaal geschikt te maken voor kweek
(homogeniseren, decontaminatie en concentratie). Uit niet-gepubliceerde gegevens
van 41 monsters bij de GGD Amsterdam en het LUMC in Leiden blijkt dat er geen
verschil is in gevoeligheid van de IS6110 RT-PCR (Savelkoul, 2006) tussen voorbe-
handeld en niet-voorbehandeld materiaal.

De NAT kan zowel op voorbehandeld als niet-voorbehandeld mate-

Miieai & riaal worden uitgevoerd maar homogenisatie blijft belangrijk.

2. Welke NAT dient te worden gebruikt?

Respiratoir materiaal

Voor deze vraag is alleen de literatuur van de afgelopen vijf jaar doorgenomen (1
januari 2009 - 28 februari 2014). Hiervoor is gekozen omdat er in de afgelopen jaren
veel ontwikkelingen hebben plaatsgevonden op het gebied van moleculaire detectie,
bijvoorbeeld de conventionele PCR is vrijwel volledig vervangen door RT-PCR. De
nieuwe methoden hebben een hogere sensitiviteit en specificiteit dan de oudere. De
literatuur is daarom verder geselecteerd op basis van de huidige meest gebruikte
technieken. Studies met alleen conventionele PCR of andere weinig gebruikte NAT-
en zijn niet mee genomen (voor de volledige zoek-, inclusie- en exclusiecriteria, zie
Bijlage 1). Tevens is de literatuur tot en met 2007 samengevat in een systematische
review (Dinnes, 2007).

Studies die voldoen aan de bovengenoemde zoekcriteria zijn samengevat in Tabel 6.1.

De meest gebruikte methoden in de recente literatuur zijn een in-house IS6110
RT-PCR, en de commerciéle NAT: Amplified M. tuberculosis Direct Test (AMDT, Gen-
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Probe, San Diego, CA, USA; een NASBA methode met 16S rRNA als target), de
COBAS TagMan M. tuberculosis test (Roche Diagnostic System, Basel, Switzerland;
RT-PCR met het 16S rRNA gen als target) en de volledig geautomatiseerde Gene-
Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA; RT-PCR met rpoB als target). Deze
drie commerciéle testen zijn ook door de FDA goedgekeurd voor respiratoir mate-
riaal. De gevoeligheid van de NAT’s voor respiratoir microscopie (is auramine en/of
ZN) positief materiaal is 69-100% (gemiddeld 94,5%) en voor microscopie negatief
materiaal 28-88,9% (gemiddeld 62,8%) (Tabel 6.1).

Afhankelijk van de gebruikte gouden standaard en discrepantieanalyse varieert de
specificiteit tussen 50 en 100%. De meeste studies melden een specificiteit van >95%
voor zo wel microscopie positief als negatief materiaal. De gemiddelde gevoeligheid
per methode voor microscopie positief pati€éntenmateriaal is 99,9% (99,6-100%)
voor IS6110 RT-PCR, 92,4% (69-100%) voor GeneXpert en 96,7% (87-96,9%) voor
COBAS TagMan. Voor de andere methoden zijn er niet genoeg studies om een gemid-
delde gevoeligheid te berekenen. Voor microscopie negatief patiéntenmateriaal zijn
de getallen 61,1% (40-75,4%) voor IS6110 RT-PCR, 61,1% (28-73,1%) voor Gene-
Xpert en 59,1% (34,9-79,5%) voor COBAS TagMan. Een recente in vitro studie laat
zien dat de analytische gevoeligheid van de GeneXpert lager zou zijn dan dat van de
andere NAT’s (Akkerman, 2013). Uit de bovengenoemde getallen blijkt echter dat
er weinig verschillen zijn tussen de NAT’s op klinische monsters, hoewel de laagste
sensitiviteit voor zowel microscopie positief (69%) als negatief materiaal (28%) voor
de GeneXpert zijn gerapporteerd.

Het is belangrijk te realiseren dat de methode van DNA-extractie in de GeneXpert an-
ders is dan bij de andere NAT’s. De GeneXpert gebruikt een filter om micro-organis-
men uit het monster op te vangen en vervolgens te lyseren, terwijl DNA-extractie
methoden ook vrij DNA isoleren uit het patiéntmateriaal. Hierdoor is de GeneXpert
mogelijk minder geschikt voor het analyseren van ingevroren pati€éntmateriaal of
patiéntmateriaal dat gelyseerde M. tuberculosis bevat.

Niet-respiratoir materiaal

In eerste instantie is gezocht naar literatuur met daarin geincludeerde verschillende
soorten niet-respiratoir materialen. De literatuur is verder geselecteerd volgens
vergelijkbare inclusie- en exclusiecriteria als voor respiratoir materiaal (zie Bijlage
2.). Studies die voldoen aan deze criteria zijn samengevat in Tabel 6.2

De meeste studies voor niet-respiratoir materiaal maken gebruik van de bovenge-
noemde NAT’s. De studies in Tabel 6.2 bevatten verschillende soorten niet-respiratoir
materiaal (o.a. liquor, biopten, bloed, pleuravocht, ascites, urine, feces, beenmerg).
Voor al deze materialen is de sensitiviteit/specificiteit gecombineerd tot een getal. In
studies waar een onderscheid is gemaakt tussen microscopie positief en negatief ma-
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teriaal varieert de sensitiviteit respectievelijk tussen 96 en 100% (gemiddeld 99,4%)
en 0 en 80% (gemiddeld 54,4%). In studies waar geen onderscheid wordt gemaakt
tussen microscopie positief en negatief materiaal komt de gemiddelde gevoeligheid
uit op 80,2% (58,3 - 100%). De gerapporteerde specificiteit varieert tussen 66,7 en
100% (gemiddeld 94%). Net als bij respiratoir materiaal blijken er geen systema-
tische verschillen te zijn tussen de verschillende NAT’s, maar hierbij dient opgemerkt
te worden dat de hoeveelheid studies per NAT gering is.

Ook is literatuur opgenomen waarin het gebruik van NAT voor één specifiek niet-res-
piratoir materiaalsoort is onderzocht. Vanwege de geringe hoeveelheid beschikbare
artikelen zijn hier ook studies meegenomen die niet voldoen aan de eerder genoemde
zoek- en inclusiecriteria (bv. gebruik van conventionele PCR, studie in hoog-endemi-
sche landen, NAT niet vergeleken met kweek, studies voor 2009; voor volledige zoek-
criteria, zie Bijlage 2). Deze literatuur is hieronder samengevat per materiaalsoort.

Liquor

Een meta-analyse uit 2003 meldt een sensitiviteit en specificiteit van 56% en 98%
voor commerciéle NAT’s. Voor in-house NAT's zijn de resultaten te verschillend om
conclusies te kunnen trekken (Pai, 2003). Vanwege de snelheid wordt het gebruik van
(commerciéle) NAT’s aanbevolen naast conventionele methoden. Een NAT kan niet
worden gebruikt om meningitis tuberculosa uit te sluiten. Literatuur na 2003 bevat
vooral studies met in-house PCR’s met verschillende targets, vaak in multiplex of
nested-PCR opzet (Bandyopadhyay, 2008; Chaidir, 2012; Dora, 2008; Haldar, 2012;
Kusum, 2011; Nagdev, 2011; Rafi, 2007; Rafi, 2007b; Sharma K, 2010; Srivastava,
2006; Takahashi, 2008). Deze studies melden een gemiddelde gevoeligheid van 65%
(51 - 100%) en specificiteit van 97% (91 - 100%). In twee recente studies is de
GeneXpert gebruikt, en de gerapporteerde sensitiviteit en specificiteit zijn 59,3% en
99,5% (Nhu, 2013) en 67% en 94% (Patel, 2013).

Lymfklieren

Uit een systematisch review uit 2007 blijkt dat de gepubliceerde sensitiviteit (2 -
100%) en specificiteit (28 - 100%) sterk uiteenlopen (Daley, 2007). Ook hier is de
conclusie dat een NAT alleen niet kan worden gebruikt om een infectie met M. tuber-
culosis complex uit te sluiten. Meer recente literatuur met lymfklierbiopten en cyto-
logische punctiemateriaal meldt eveneens gevarieerde getallen: gemiddelde gevoe-
ligheid van 75% (42 - 88%) en specificiteit van 87% (67 - 100%) (Cortez, 2011;
Derese, 2012; Mittal, 2010; Nopvichai, 2009; Sharma M, 2010; Verma, 2010).
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Pleuravocht en -biopten

Een systematisch review uit 2004 meldt een sensitiviteit/specificiteit van 62%/98%
voor commerciéle NAT’s, de getallen voor in-house testen zijn erg gevarieerd (Pai,
2004). Conclusie luidt, net als voor liquor en lymfklieren, dat een NAT kan worden
gebruikt in combinatie met conventionele technieken en klinische gegevens maar
niet om de diagnose TB uit te sluiten. Studies na 2007, vooral met in-house con-
ventionele (nested) PCR, komen uit op een gemiddelde gevoeligheid van 63% (52
- 95%) en specificiteit van 87% (Bandyopadhyay, 2008; Srivastava, 2006; Baba,
2008; Gao, 2012; Gill, 2013; Kalantri, 2011; Kumar, 2010; Liu, 2007; Maurya, 2011;
Rosso, 2011). Het gebruik van GeneXpert op pleuravocht is in drie recente studies
getest (Christopher, 2013; Friedrich, 2011; Porcel, 2013). Alle studies melden een
lage gevoeligheid (15%, 16% en 25%) en een specificiteit van 100%. Deze data
wijzen erop dat de gevoeligheid van de GeneXpert voor pleuravocht lager is dan van
(sommige) andere NAT's. Dit heeft mogelijk te maken met het paucibacillaire karak-
ter van pleuravocht en de feit dat de GeneXpert geen vrij DNA in patiéntmateriaal
kan aantonen (zie boven). De lage gevoeligheid van de GeneXpert voor pleuravocht
wordt ook in de meest recente WHO Policy Statement genoemd (WHO, 2013).

Overige materiaalsoorten

Er zijn kleine studies en case reports te vinden over het gebruik van NAT’s voor an-
dere materiaalsoorten, zoals ascites, verschillende biopten (o0.a. peritoneum, bot,
pericard, huid), beenmerg, urine, pericardvocht en gewrichtspunctaat. Deze stu-
dies zijn samengevat in een recent review (Mehta, 2012). Net als voor de andere
niet-respiratoire materialen, variéren de gerapporteerde sensitiviteit en specificiteit
voor deze materiaalsoorten sterk.

Een in-house RT-PCR, de AMTD test, de COBAS TagMan M. tuberculo-
sis test of de GeneXpert MTB/RIF kan worden gebruikt om zowel mi-
croscopie positief als negatief respiratoir materiaal te analyseren voor
de aanwezigheid van M. tuberculosis complex. Er zijn geen opval-
lende verschillen in de sensitiviteit en specificiteit van deze testen
aangetoond.

Niveau 2

De bovengenoemde NAT's kunnen ook worden gebruikt om (zo-
wel microscopie positief als negatief) niet-respiratoir materiaal te
analyseren voor de aanwezigheid van M. tuberculosis complex. Het is
niet duidelijk of alle methoden even geschikt zijn voor alle materiaal-
soorten; de GeneXpert heeft een lage gevoeligheid voor detectie van
M.tuberculosis complex in pleuravocht

Niveau 3
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3. Wordt een NAT verbeterd door meerdere monsters te testen?

Het is bekend dat het analyseren van meerdere monsters per patiént de gevoeligheid
van TB diagnostiek vergroot. De WHO raadt aan om bij verdenking op pulmonale tu-
berculose twee monsters per patiént te testen. Er is weinig literatuur te vinden over
het vergroten van de gevoeligheid bij meerdere monsters op NAT. De beschikbare
studies laten echter zien dat net als voor de kweek, het analyseren van meerdere
monsters per patiént de gevoeligheid van de NAT vergroot (Tabel 6.3). Het gaat hier
om respiratoir materiaal, maar het is aannemelijk dat de gevoeligheid van de NAT
ook voor andere materialen omhoog gaat door het analyseren van meerdere mon-
sters. In sommige studies die in Tabel 6.1 en Tabel 6.2 zijn genoemd, is de sensiti-
viteit ook op basis van meerdere monsters per patiént gerekend.

Het analyseren van meerdere monsters vergroot de gevoeligheid

Nivea L van de NAT.

4. Moet een positieve NAT worden bevestigd?

Er is geen literatuur te vinden over het nut van een bevestigingstest bij een positieve
NAT. In de meeste recente studies wordt geen bevestigingstest gebruikt (Tabel 6.1
en Tabel 6.2). De werkgroep is van mening dat een tweede test niet nodig is, mits de
NAT als valide wordt aangemerkt op basis van kwaliteitscriteria die zijn vastgelegd
(zie onder, punt 6). Het is wel nodig om materiaal met een positieve NAT altijd op
kweek te zetten, om de NAT uitslag te bevestigen en om een volledige gevoelig-
heidsbepaling en typering uit te kunnen voeren op de gekweekte stam. In sommige
gevallen (bijvoorbeeld bij eerder behandelde patiénten) is het belangrijk om te weten
of het NAT-positieve materiaal nog levende mycobacterién bevat. Echter, het kweken
van NAT-positief materiaal is niet altijd mogelijk (bijvoorbeeld in het geval van paraf-
fine coupes), of soms blijft de kweek om andere redenen negatief. In zulke gevallen
kan het zinvol zijn om de NAT door een andere (moleculaire) methode te bevestigen.
Moleculaire resistentiebepalingen kunnen bijvoorbeeld als bevestigingstest worden
gebruikt (zie hoofdstuk Resistentiebepalingen).
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Een bevestigingstest (anders dan kweek) voor een positieve NAT
is niet nodig, mits de NAT als valide wordt aangemerkt op basis

Niveau 4 van vastgelegde kwaliteitscriteria. Als kweek niet mogelijk is, of
negatief blijft, kunnen andere moleculaire testen worden gebruikt
om een positieve NAT te bevestigen.

5. Moet een NAT snel worden uitgevoerd?

Er is weinig literatuur te vinden over de benodigde snelheid van de NAT diagnostiek.
De CDC richtlijn uit 2009 geeft aan dat de NAT uitslag binnen 48 uur na monsteraf-
name bekend moet zijn (MMWR, 2009). De werkgroep is van de mening dat in elk
laboratorium de mogelijkheid moet bestaan om moleculaire cito diagnostiek op M. tu-
berculosis uit te voeren, ook in het weekend. De uitslag van een cito aanvraag moet
binnen 48 uur bekend zijn om een gerichte therapie in te kunnen stellen, andere
verwekkers te kunnen uitsluiten en resistentie snel te kunnen herkennen. Ondanks
de aanbevelingen van de CDC, wordt het niet nodig geacht om een tijdlimiet aan te
geven voor routinematige NAT op M. tuberculosis complex.

Aanbeveling

Elk laboratorium moet de mogelijkheid bieden voor een cito-NAT op M. tuberculosis
complex, ook in het weekend. De uitslag van een cito bepaling moet binnen 48 uur
bekend zijn.

6. Kan de NAT de auraminekleuring vervangen?

Vergeleken met auramine microscopie, ligt de toegevoegde waarde van de NAT in
(MMWR, 2009):

a. een grotere positief voorspellende waarde van tuberculose (> 95%) in au-
ramine positieve monsters in een omgeving waarin ook non-tuberculeuze
mycobacterién voorkomen en

b. het vermogen om snel de aanwezigheid van M. tuberculosis aan te tonen in
50% - 80% van de auramine negatieve, kweek-positieve monsters.

De NAT kan bij respiratoire materialen de auramine kleuring niet vervangen, omdat
de interpretatie van tuberculose een combinatie is van NAT, microscopie en kweek
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(MMWR, 2009). Bij materialen zoals liquor en paraffine coupes voor onderzoek op
M. tuberculosis complex lijkt de NAT de auramine wel te kunnen vervangen (Totsch,
1996; van der Zanden, 1998)

De NAT kan bij respiratoire materialen de auramine niet vervangen,
Niveau 2 omdat de interpretatie van TB een combinatie is van NAT, micros-
copie en kweek.

7. Welke controles moeten worden meegenomen?

Bij elke NAT in een niet gesloten systeem moet tenminste een positieve controle, een
negatieve controle en een interne controle worden meegenomen. De NAT worden
als valide aangemerkt op basis van kwaliteitscriteria die zijn vastgelegd voor de Cq
waarden van zowel de positieve controle (PCR bepaling is valide) als de (interne)
remmingscontrole (valide negatief resultaat van het betreffende materiaal). Als posi-
tieve controle wordt een positieve opwerkingscontrole (POC) gebruikt, bestaande uit
positief materiaal (gekweekt of klinisch materiaal) met een vastgestelde hoeveelheid
van de betreffende target, die simultaan de hele analyseprocedure doorloopt. Op
deze wijze wordt zowel de PCR reactie als de target-specifieke extractieprocedure
gecontroleerd. Indien het target niet te kweken is en klinisch materiaal schaars is,
is het gebruik van een positieve DNA controle van de specifieke target mogelijk als
amplificatiecontrole. Er is altijd tenminste één negatieve controle per run nodig die
de gehele opwerking en amplificatie doorlopen (negatieve opwerkingscontrole, NOC).

Bij grote runs (aantal door het lab te bepalen) dienen meerdere negatieve controles
verspreid tussen de klinische monsters te worden gebruikt. Een interne controle (IC)
wordt meegenomen als controle op remming en correcte NA isolatie. Een IC is een
PCR target dat in een vaste concentratie aan het monster wordt toegevoegd en de
extractie en amplificatie/detectiestappen doorloopt. Indien de procedure accuraat is
verlopen en geen remming optreedt, zal de Cq waarde van de IC bij alle monsters
rond dezelfde Cq liggen. Hierbij mag de toegevoegde IC niet interfereren met de de-
tectie-gevoeligheid van het beoogde target, en heeft altijd een vastgestelde Cq in het
gebruikte klinische materiaalsoort. De Cq-waarde van de controle dient binnen een
gedefinieerde grens te vallen. Daarnaast dient er een vastgelegde procedure te zijn
die beschrijft wat te doen na het vinden van een geremd patiéntmateriaal (Bustin,
2009; WMDI, 2013).
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Voor moleculaire testen in niet gesloten systemen dient elke keer
Niveau 1 als een NAT wordt uitgevoerdeen POC, een NOC en een IC te

worden meegenomen.

8. Kan de NAT de kweek vervangen?

Uit de literatuur vermeld in Tabel 6.1 blijkt dat gevoeligheid van de NAT’s op micro-
scopie negatief respiratoir materiaal laag is (rond 60%). Echter, de meeste studies
gebruiken kweek als gouden standaard om de gevoeligheid van de NAT te bepalen,
terwijl de gevoeligheid van de kweek op microscopie negatief materiaal ook niet
100% is (Al Zahrani, 2001). De meeste studies beschouwen NAT-positieve maar
kweek-negatieve monsters als fout positief of nemen deze monsters niet mee in het
berekenen van de gevoeligheid. In sommige studies is de gevoeligheid van de kweek
gebaseerd op meerdere monsters, terwijl die van de NAT op basis van één monster
is berekend. Door deze redenen kan de gevoeligheid van de NAT onderschat worden.
In studies waarin een andere gouden standaard (bijvoorbeeld klinische gegevens,
vervolgmonster) is gebruikt, is er weinig verschil in gevoeligheid van de kweek en
de NAT: Chen et al, 2012 (Chen, 2012): kweek 89,2%, AMTD 95,2%; Drouillon et
al, 2009 (Drouillon, 2009): kweek 80%, AMTD 86,7%; Cui et al, 2012 (Cui, 2012):
kweek 61,7%, AMTD 67,6%. Deze getallen voor de gevoeligheid zijn samengevoegd
voor microscopie positief en negatief materiaal. Bij deze studies zijn er gebreken in
de opzet, en kunnen deze niet worden gebruikt om definitieve conclusies te trekken.
Het gebrek aan een algemeen geaccepteerd, uniforme gouden standaard (anders
dan kweek) draagt bij aan dit probleem.

Recent zijn de resultaten van de ervaringen van 6 Nederlandse ziekenhuizen gemeld
in het "Nederlands Tijdschrift voor Medische Microbiologie” (December 2014) waarbij
in een periode van 2 jaar (2004-2006) respiratoire en niet-respiratoire materialen
zijn getest met de IS6110 RT-PCR. Volgens deze data is er nauwelijks verschil in de
gevoeligheid van de NAT en de kweek. Echter, de ervaringen van de werkgroepleden
met de gevoeligheid van van deze NAT zijn wisselend.

De bovengenoemde overwegingen gelden ook voor niet-respiratoir materiaal. In een
studie waar de GeneXpert wordt vergeleken met de BacTec MGIT kweek voor >500
niet-respiratoire monsters (verschillende materiaalsoorten), was de gevoeligheid van
de kweek lager dan van de NAT (53 vs. 81%) (Vadwai, 2011). Deze studie ge-
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bruikte klinische gegevens en histologie als gouden standaard. Er zijn aanwijzingen
dat voor bepaalde materiaalsoorten, vooral liquor en pleuravocht, een NAT duidelijk
gevoeliger kan zijn dan de kweek. Echter, in veel studies naar meningitis tubercu-
losa is de gebruikte kweektechniek niet optimaal (bv. alleen op Lowenstein-Jensen
medium). In drie recente studies is de kweek met de BacTec MGIT verricht. In één
van deze studies (Takahashi, 2008), die klinische diagnose en therapierespons als
gouden standaard gebruikt, was de NAT (in-house nested PCR) aanzienlijk gevoeliger
(95,8%) dan de kweek (33,3%).

Ook in de tweede studie bleek de NAT (IS6110 RT-PCR) gevoeliger te zijn dan de
kweek (67% vs. 33%) (Chaidir, 2012). De gevoeligheid van de NAT werd op basis
van klinische diagnose bepaald.

De derde studie heeft GeneXpert als NAT gebruikt en een klinische algorithme als
gouden standaard. In deze studie had de kweek een gevoeligheid van 66,5% en
de GeneXpert een gevoeligheid van 59,3% (Nhu, 2013). Voor pleuravocht zijn er
drie recente studies die een hogere gevoeligheid voor een NAT (in-house PCRs met
verschillende targets) dan voor kweek melden: 60,7% vs. 46,1% (Maurya, 2011);
51,7% vs. 10,6% (Kumar, 2010) en 94,8% vs. 10,6% (Gao, 2012). Het is echter
moeilijk om conclusies te trekken op basis van deze studies, omdat de gerappor-
teerde gevoeligheden voor zowel de NAT als de kweek erg variéren.

Al met al is de werkgroep van de mening dat er te weinig bewijs is om te kunnen
concluderen dat de NAT voor één of meerdere materiaalsoorten de kweek zou kun-
nen vervangen. Het belangrijkste voordeel voor het gebruik van een NAT is dan ook
dat de tijd tot diagnose aanzienlijk kan worden verkort in vergelijking met de kweek
(Boehme, 2010). Om deze reden, adviseert de WHO het gebruik van GeneXpert
op zowel microscopie positief als negatief respiratoir en niet-respiratoir matertiaal
(met de uitzondering van pleuravocht) (WHO, 2013; WHO, 2011). Ook volgens de
CDC richtlijn moet bij verdenking op pulmonale tuberculose tenminste één respiratoir
monster met een NAT worden onderzocht (MMWR, 2009).

Er is onvoldoende bewijs om te kunnen concluderen dat de NAT

Niveau 1 .
veau even gevoelig is als de kweek

Het gebruik van een NAT kan de tijd tot de diagnose aanzienlijk

Ml 2 verkorten in vergelijking met kweek

83

NVMM Richtlijnen Mycobacteriéle Laboratoriumdiagnostiek, 2015

>



Hoofdstuk 6 - Moleculaire Detectie

Aanbevelingen

Auramine-positief respiratoir en niet-respiratoir materiaal dient met een in-house
RT-PCR (mits gevalideerd en op schrift vastgesteld volgens de geldende certificatie
regels), de AMTD test, de COBAS TagMan M. tuberculosis test of de GeneXpert MTB/
RIF te worden onderzocht op de aanwezigheid van M. tuberculosis complex. Bij het
gebruik van IS6110 als target dient men er bewust van te zijn dat 1S6110 bij som-
mige stammen ontbreekt. Dit kan leiden tot een fout-negatieve test.

Bij sterke verdenking op tuberculose, dient auramine-negatief respiratoir en
niet-respiratoir materiaal ook met de bovengenoemde moleculaire technieken te
worden onderzocht, omdat een positieve uitslag de tijd tot diagnose significant kan
verkorten

Het analyseren van meerdere monsters per patiént m.b.v. een NAT is zinvol, omdat
daardoor de gevoeligheid van de NAT wordt vergroot. Bij verdenking pulmonale tu-
berculose, dienen er twee monsters per patiént te worden geanalyseerd.

Een negatieve NAT mag niet worden gebruikt om tuberculose uit te sluiten, en een
NAT kan de kweek niet vervangen.

De moleculaire detectie kan op zowel voorbehandeld als niet-voorbehandeld ma-
teriaal worden gebruikt mits er wel homogenisatie heeft plaatsgevonden. Een be-
vestigingstest (anders dan kweek) voor een positieve NAT is niet nodig, maar kan
worden gebruikt als de kweek negatief blijft of niet mogelijk is. Moleculaire resist-
entiebepalingen kunnen worden gebruikt als bevestigingstest.

Een NAT kan de auramine-kleuring op respiratoir materiaal niet vervangen. Voor
andere materialen zoals liquor en paraffine-coupes kan dit wel.

Elk laboratorium moet de mogelijkheid bieden voor het uitvoeren van een cito-NAT
op M. tuberculosis complex ook in het weekend. Laboratoria die geen moleculaire
diagnostiek doen, dienen een cito-regeling af te spreken met een ander laborato-
rium. De uitslag van een cito-uitslag moet in principe binnen 48 uur bekend zijn.
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Tabel 6.1 Studies met NAT voor diagnostiek van tuberculose op respiratoir

materiaal

Q
Tl
=5
g
9
[ )=]
=

Drouillon, 2009

Halse, 2010

AMTD 16S rRNA NASBA

IS6110 RT-PCR

86,7%**
99,6% (ZN+)**
75,4% (ZN-)

93,9%
100% (ZN+)
99,9% (ZN-)

Kim, 2011 COBAS TagMan RT-PCR 79,1% 98,2%
100% (ZN+)
GeneXpert MTB/RIF
57% (ZN-)
Armand, 2011 ND***
100% (ZN+)
IS6110 RT-PCR
68% (ZN-)
Bowles, 2011 GeneXpert MTB/RIF 93,8%** 92,0%**
Cui, 2012 TRCRapid 16S rRNA TRC 67,6% 100%
IS6110 RT-PCR 97% 100%
Gomez, 2011 I1S1081 RT-PCR 96% 100%
RD1 RT-PCR 95% 100%
98% (ZN+)
Hanif, 2011 GeneXpert MTB/RIF ND
69% (ZN-)
Hur, 2011 Artus MTB RT-PCR 97,8% 85,1%

Inoue, 2010

IS6110 RT-PCR

849% (retrosp)##
96,5% (prosp)

97% (retrosp)
98,6% (prosp)

100% (GS: ,
Multiplex RT-PCR (IS6110 kweek) # 94.3% (GS: kweek)
Leung, 2011
en Rv0927-PstS3)
100% (GS: klin dg)  100% (GS: klin dg)
Malbruny, 2011  GeneXpert MTB/RIF 100% 100%
100% (ZN+)
GeneXpert MTB/RIF 97%
60% (ZN-)
Miller, 2010
100% (ZN+)
IS6110 RT-PCR 97%
40% (ZN-)
Moure, 2011 GeneXpert MTB/RIF 78% 100%
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Simonnet, 2011

Tanaka, 2010

Teo, 2011

Yang, 2011

Zeka, 2011

Al-Ateah, 2012

Chen, 2012

Duarte, 2012

Jiang, 2012

Lira, 2012

Papaventsis,
2012

Seagar, 2012

Tortoli, 2012

Antonenka, 2013

Bloemberg, 2013
Deggim, 2013

16S rRNA NASBA

TRCRapid 16S rRNA TRCA

GeneXpert MTB/RIF

AMTD 16S rRNA NASBA

COBAS TagMan RT-PCR

GeneXpert MTB/RIF

GeneXpert MTB/RIF
Care TB RT-PCR

AMTD 16S rRNA NASBA
Artus MTB RT-PCR

16S rDNA RT-PCR
IS6110 RT-PCR

AMTD 16S rRNA NASBA

IS6110 RT-PCR

MTB Q-Alert RT-PCR
ITS RT-PCR

COBAS TagMan RT-PCR

GeneXpert MTB/RIF

COBAS TagMan RT-PCR

COBAS TagMan RT-PCR
GeneXpert MTB/RIF

100%**
100% (ZN+)
88,9% (ZN-)
95,6% (ZN+)

59% (ZN-)
97,8% (ZN+)
77,3% (ZN-)
96,9% (ZN+)
79,5% (ZN-)
100% (ZN+)
68,6% (ZN-)

95,4%

91,2%

95,2 %

94%
83,9%**
87,9%
100% (GS: kweek)
58% (GS: klin dg)
100%**
92%

87%

81,15%

94,1% (ZN+)
68% (ZN-)
93,3% (ZN+)
68% (ZN-)
88,4%
83%

100%
97% (ZN+)
100% (ZN-)

89%

87,1%

100% (ZN+)
98,7% (ZN-)
100% (ZN+)
100% (ZN-)
100%
100%
97,9%
90%
89,9%
98%

77% (GS: kweek)
96% (GS: klin dg)
96%

96%

50%
99,95%

96,2%

100%

98,8%
97%
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()}
=0 e o
o ..3 Methode Specificiteit
3
Q
8 ? 88,9% (ZN+) 100%
°Qa Kwak, 2013 GeneXpert MTB/RIF
s 73,1% (ZN-) 100%
94,4% (ZN+) 78,1%
Lee HY, 2013 COBAS TagMan RT-PCR
34,9% (ZN-) 98,2%
Lee MR, 2013 GeneXpert MTB/RIF 81,6% 100%
Lira, 2013 IS6110 RT-PCR 87,9% 98%
69% (ZN+)
GeneXpert MTB/RIF 100%
67% (ZN-)
Park, 2013
87% (ZN+)
COBAS TagMan RT-PCR 100%
54% (ZN-)
86% (ZN+) 100%
Sohn, 2014 GeneXpert MTB/RIF
28% (ZN-) 100%

* sensitiviteit en specificiteit voor respiratoir materiaal; alle monsters (ZN+ en ZN-), tenzij
anders aangegeven

** respiratoir en niet-respiratoir materiaal

*** ND = not determined

# GS = gouden standaard; klin dg = klinische diagnose

## retrosp = retrospectieve arm van de studie; prosp = prospectieve arm van de studie
A TRC = transcription-reverse transcription concerted reaction
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Tabel 6.2

toir materiaal

Armand, 2011

Causse, 2011

Hillemann, 2011

Malbruny, 2011

Miller, 2010

Moure, 2011
Moure, 2011b

Simonnet, 2011

Tanaka, 2010

Vadwai, 2011

Zeka, 2011

Al-Ateah, 2012
Gous, 2012

GeneXpert MTB/RIF

IS6110 RT-PCR

GeneXpert MTB/RIF
COBAS TagMan RT-PCR
GeneXpert MTB/RIF
GeneXpert MTB/RIF

GeneXpert MTB/RIF

IS6110 RT-PCR

GeneXpert MTB/RIF
GeneXpert MTB/RIF
16S rRNA NASBA

TRCRapid 16S rRNA TRC

GeneXpert MTB/RIF

GeneXpert MTB/RIF

GeneXpert MTB/RIF
16S rDNA RT-PCR

88

100% (ZN+)
37% (ZN-)
100% (ZN+)
71% (ZN-)
95%
78%
77,3%
85,7%
100% (ZN+)
75% (ZN-)
100% (ZN+)
0% (ZN-)
61% (ZN-)
58,3%
100%
100% (ZN+)
80% (ZN-)
96% (ZN+)
64% (ZN-)
100% (ZN+)
47,4% (ZN-)
94,4%
64,3%

Studies met NAT voor diagnostiek van tuberculose op niet-respira-

mm

ND**

100%
98%
98,3%
97,3%

87%

87%

100%
100%
97,1%

66,7% (ZN+)

99,7% (ZN-)

99,6%

100% (ZN+)
100% (ZN-)
100%
84%
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o
.E )
= "g Methode Specificiteit
9%
g (a] P ventsis, 2012  16S rRNA NASBA 100% 97,5%
Tortoli, 2012 COBAS TagMan RT-PCR 64,3% 99,9%
Tortoli, 2012b GeneXpert MTB/RIF 81,3% 99,8%

Bloemberg, 2013 COBAS TagMan RT-PCR 63,6% 94,6%

* sensitiviteit en specificiteit voor niet-respiratoir materiaal; alle monsters (ZN+ en ZN-),
tenzij anders aangegeven
**ND = not determined

Tabel 6.3 Toegevoegde waarde van het analyseren van meerdere monsters
met NAT op de aanwezigheid van M. tuberculosis.

m Methode Resultaat

Cumulatieve positiviteit:
kweek 1e 70%

COBAS Amplicor MTD (con- 2e 90%

Al Zahrani, 2001 ventionele PCR), BACTEC 3e 99%
12B kweek PCR 1e 89%

2e 95%

3e 99%

ZN- monsters, toe name positiviteit
GeneXpert MTD/ RIF, BAC- na le monster:
TEC MGIT kweek kweek +13,8%

GeneXpert +27,8%

Nicol, 2011

ZN-/kweek+ monsters, positief in
GeneXpert:

le monster 72,5%

2e monster +12,6%

3e monster +5,1%

GeneXpert MTD/RIF, BAC-

Boehme, 2010 TEC MGIT kweek
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Bijlage 1: Zoekcriteria literatuur voor respiratoir materiaal

#1 Pulmonary TB (Tuberculosis, MTB, TB)

“Tuberculosis, pulmonary”[Mesh] OR “Tuberculosis, pulmonary”[tiab] OR “anthra-
cosilicotuberculosis”[tiab] OR “bronchial tuberculosis”[tiab] OR “bronchitis tubercu-
losa”[tiab] OR “lung tuberculosis”[tiab] OR ((“Tuberculosis”[Mesh] OR “Mycobacte-
rium tuberculosis”[Mesh] OR tubercul*[tiab] OR tb[tiab]) AND (“Lung”[Mesh] OR
“Lung”[tiab] OR “bronchi”[tiab] OR “pulmonary”[tiab]))

#2 PCR (Polymerase chain reaction, PCR)

“Polymerase chain reaction”[Mesh] OR “Polymerase chain reaction”[tiab] OR “Poly-
merase chain reactions”[tiab] OR “PCR"”[tiab] OR “Nucleic Acid Amplification Tech-
nigues”[Mesh] OR “Nucleic Acid Amplification Techniques”[tiab] OR ™“Nucleic Acid
Amplification Technique”[tiab] OR “Nucleic Acid Amplification Test”[tiab] OR “Nucleic
Acid Amplification Tests”[tiab]

#3 Time limit (2009-2014) (Entrez/Mesh/Publication Date)
(("2009/01/01"[EDAT] : "“2014/02/28"[EDAT]) AND (*2009/01/01"[MHDA]
"2012/02/28”"[MHDA])) AND (*2009/01/01"[PDAT] : “2014/02/28"[PDAT])

Inclusiecriteria:
o studies waarin een NAT op klinisch materiaal wordt vergeleken met kweek
e respiratoir materiaal
e artikel in het Engels

Exclusiecriteria:

o studie in hoog-endemische gebieden (India, Afrika)
e NAT = conventionele PCR

Bijlage 2.: Zoekcriteria literatuur voor niet-respiratoir materiaal

#1 Extra-pulmonary TB (Tuberculosis, MTB, TB)

“Tuberculosis, extra-pulmonary”[Mesh] OR “Tuberculosis, extra-pulmonary”[tiab]
OR (“Tuberculosis”"[Mesh] OR “Mycobacterium tuberculosis"[Mesh] OR tubercul*[-
tiab] OR tb[tiab]) AND (“extra-pulmonary”[tiab]))
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#2 PCR (Polymerase chain reaction, PCR)

“Polymerase chain reaction”[Mesh] OR “Polymerase chain reaction”[tiab] OR “Poly-
merase chain reactions”[tiab] OR “"PCR"[tiab] OR “Nucleic Acid Amplification Tech-
niques”[Mesh] OR “Nucleic Acid Amplification Techniques”[tiab] OR “Nucleic Acid
Amplification Technique”[tiab] OR “Nucleic Acid Amplification Test"[tiab] OR “Nucleic
Acid Amplification Tests”[tiab]

#3 Time limit (2009-2014 (Entrez/Mesh/Publication Date)
(("2009/01/01"[EDAT] : “2012/02/28"[EDAT]) AND (*2009/01/01"[MHDA] :
“2014/02/28”"[MHDA])) AND (*2009/01/01"[PDAT] : “2014/02/28"[PDAT])

Inclusiecriteria
e studies waarin een NAT op klinisch materiaal wordt vergeleken met kweek
e niet-respiratoir materiaal
e artikel in het Engels

Exclusiecriteria
e NAT = conventionele PCR

Voor de literatuur over specifieke materiaalsoorten, is er gezocht met de volgende
zoektermen: meningits, liquor, lymfadenitis, pleural, pleural fluid, abdominal, asci-
tes, pericardial, pericardial fluid, pericarditis, biopt in combinatie met #1 en #2. In
deze zoekopdrachten is er geen tijdlimiet (#3) meegenomen.

Inclusiecriterium
e studies waarin het gebruik van een NAT voor de diagnostiek van verschillen-
de formen van extra-pulmonale tuberculose is onderzocht
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Moleculaire typering van Mycobacterium tuberculosis complex.

Uitgangsvraag
Welke typeringsmethode is het meest geschikt om de moleculaire epidemiologie van
tuberculose in Nederland te ondersteunen?

Inleiding

In het begin van de jaren negentig werden repeterende DNA sequenties in M. tuber-
culosis ontdekt, zoals insertie element IS6110 en de directe repeats, die geassocieerd
bleken te zijn met verschillende niveaus van DNA polymorfisme in het genoom van M.
tuberculosis. Hierdoor werd het mogelijk de restrictie fragment lengte polymorfisme
(RFLP) - en de spacer oligo (spoligo) typering te ontwikkelen (van Soolingen, 2001).
Deze typeringen zijn de basis geworden van de moleculaire epidemiologie van tuber-
culose wereldwijd, zowel voor surveillance als voor onderzoeksdoeleinden.

Vanaf 1993 werd de RFLP techniek, met insertiesequentie IS6110 als target, gebruikt
om alle M. tuberculosis complex isolaten in Nederland te typeren. Dit werd gedaan
om bronopsporings- en clusteronderzoek bij GGD’en te ondersteunen en leidde tot
inzicht in de transmissie van tuberculose in ons land.

Omdat RFLP typering traag en technisch moeilijk uitvoerbaar is, werd in Nederland
in 2009 de Variable Number of Tandem Repeat (VNTR) typering geintroduceerd. Dit
is inmiddels de wereldwijde standaard voor typering van M. tuberculosis (Supply,
2006). In de VNTR typering worden 24 genomische sites met tandem repeats geam-
plificeerd in een multiplex PCR (Supply, 2006). Middels een DNA sequencer wordt de
lengte van de PCR fragmenten vastgesteld waaruit het aantal tandem repeats, dat
per locus aanwezig is, wordt afgeleid (Supply, 2006). Deze analyse resulteert in een
code van 24 cijfers, die fungeert als een DNA fingerprint. Omdat de VNTR typering op
PCR is gebaseerd, is weinig DNA nodig en is de gemiddelde doorlooptijd sterk verkort
in vergelijking met de RFLP typering. Na binnenkomst bij het RIVM is na gemiddeld
11 dagen het VNTR patroon bekend. VNTR typering is tot op heden niet uitvoerbaar
direct op patiéntenmateriaal, met uitzondering van materialen die een hoge load aan
M. tuberculosis complex bacterien bevatten.

In de laatste jaren wordt onderzoek gedaan naar de bruikbaarheid van Whole Ge-
nome Sequencing in de moleculaire epidemiologie van tuberculose (Bryant, 2013;
Schurch, 2010).

Zoekvragen
1. Wat is het discriminerend vermogen van de VNTR typeringsmethode?
2. Hoe reproduceerbaar is VNTR typering (inter- en intra-laboratorium)?
3. Wat is de stabiliteit van DNA fingerprints verkregen middels VNTR typering?
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4. Wat is de (toekomstige) plaats van Whole Genome Sequencing in de molec-
ulaire typering van M. tuberculosis complex isolaten?

Selectiecriteria literatuur

PubMed search dd. 10.06.2014. De volgende MesSH termen werden in combinatie
gebruikt: "Mycobacterium tuberculosis" AND "Bacterial Typing Techniques"; Filters:
Abstract available, Humans, English, tijdsperiode [1995-2013]. Vervolgens is er een
selectie gemaakt van voor de zoekvraag relevante literatuur.

Samenvatting van literatuur

1. Wat is het discriminerend vermogen van de VNTR typeringsmethode?

Om de invoering van VNTR typering in 2009 mogelijk te maken, is de volledige col-
lectie van M. tuberculosis isolaten van de jaren 2004-2008, die al onderworpen was
aan RFLP typering, opnieuw getypeerd met VNTR typering. Hierdoor werd opnieuw
een ‘geheugen’ aangelegd van circulerende stammen in Nederland die mogelijk bron-
nen voor transmissie zouden kunnen vormen in de tijd daarna. Tevens gaf dit de
mogelijkheid om de RFLP- en VNTR typering uitgebreid met elkaar te vergelijken (de
Beer, 2013). Uit de analyse bleek dat het discriminerende vermogen van beide tech-
nieken nagenoeg gelijk is; uit de 3978 typeerbare isolaten werden 2607 VNTR types
geidentificeerd, tegen 2733 RFLP types. Bij 79% van de 3978 geanalyseerde isolaten
kwam de indeling in clusters overeen. In de analyse van de discrepanties bleek dat
de clustering op grond van VNTR typering beter overeenkomt met de bevindingen
van GGDen in het onderzoek naar epidemiologische verbanden tussen tuberculose
gevallen, dan die op grond van RFLP typering.

Er zijn ook vergelijkende studies tussen RFLP en VNTR typering uitgevoerd in de
Duitse bondsstaat Sleeswijk-Holstein (Roetzer, 2011), de regio Brussel (Allix-Béguec,
2008) en op nationaal niveau in Slovenié (Bidovec-Stojkovic, 2011), drie gebieden
met een epidemiologie van tuberculose die lijkt op de Nederlandse situatie. De studie
in Sleeswijk-Holstein typeerde 277 isolaten, vond 231 RFLP types en 220 VNTR types
en toonde overeenkomst in typeringsresultaten tussen RFLP en VNTR in 93% van
de stammen. Belangrijke discrepanties waren er vooral in Beijing genotype stam-
men, waarin de VNTR methode een duidelijk lager onderscheidend vermogen had
dan RFLP. Dit leidde tot clusters waarin geen epidemiologische links konden worden
aangetoond (Roetzer, 2011). In de regio Brussel werden 807 isolaten uit een 3 jaar
durende studie gebruikt. Zowel VNTR and RFLP typering herkende 258 verschillende
types, maar VNTR analyse resulteerde in meer unieke profielen en kleinere clusters
(dus opsplitsen van RFLP clusters) (Allix-Béguec, 2008). In Slovenié tenslotte werden
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196 isolaten uit het nationale surveillance systeem (vergelijkbaar met het Nederland-
se) getypeerd. RFLP typering toonde 157 verschillende patronen, VNTR toonde 150
patronen, wederom met name door meer unieke profielen en kleinere clusters (dus
opsplitsen van RFLP clusters). Beide technieken hadden een hele hoge Hunter Gaston
Discriminatory Index, een maat voor het discriminerend vermogen, namelijk 0.9963
(RFLP) en 0.9962 (VNTR) (Bidovec-Stojkovic, 2011). Ook in de Nederlandse studie
werd een dusdanig hoge HGDI gemeten voor beide methoden (Jessica de Beer, Jakko
van Ingen, Dick van Soolingen; niet gepubliceerde data).

2. Hoe reproduceerbaar is VNTR typering (inter- en intra-laboratorium)?

In een project van het Europese Center for Infectious Disease Prevention and Con-
trol (ECDC) dat door het RIVM gecodrdineerd wordt, is tweemaal een wereldwijde
kwaliteitsrondzending van de standaard 24-loci VNTR typering georganiseerd. In de
eerste rondzending, waaraan 37 internationale laboratoria deelnamen, bleek de in-
tralaboratorium reproduceerbaarheid 72% en de interlaboratorium reproduceerbaar-
heid slechts 60% te bedragen (de Beer, 2012). Deelnemende laboratoria gebruikten
zeer uiteenlopende technieken voor het vaststellen van de lengte van de PCR frag-
menten waaruit het aantal tandem repeats wordt afgeleid. Met name de calibratie
van de gebruikte methode bleek vaak onvoldoende en leverde veel systematische
fouten op. Na het aanbrengen van talrijke verbeteringen in de techniek bij individu-
ele laboratoria en het verder standaardiseren steeg de interlaboratorium reprodu-
ceerbaarheid in de tweede ronde van 62% (niet alle deelnemers uit de eerste ronde
deden mee) naar 79% en de intralaboratorium reproduceerbaarheid van 72% naar
88% (de Beer, 2014). In beide studies was het gebruik van de commercieel beschik-
bare methode voor VNTR typering (Genoscreen, Lille, FR) geassocieerd met de hoog-
ste intra- en interlaboratorium reproduceerbaarheid (de Beer, 2012; de Beer, 2014).

3. Wat is de stabiliteit van DNA fingerprints verkregen middels VNTR typ-
ering?

Er is weinig onderzoek verricht naar de stabiliteit van VNTR patronen in vervolgiso-
laten van individuele tuberculosepatiénten. Voor de brede invoering van de 24-loci
VNTR typering is de stabiliteit onderzocht van 12 loci-VNTR patronen (met 12 loci die
nog steeds deel uitmaken van de 24 loci die momenteel worden gebruikt). Er werden
123 seriéle isolaten onderzocht van 56 patiénten in Zuid Afrika. De intervallen in af-
namedata van de kweken liepen uiteen van 8 tot 2185 dagen. Slechts bij 1 patiént
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was er een verandering in 1 van de 12 VNTR loci. Het ging hierbij om een kweek
afgenomen 309 dagen na de initiéle kweek (Savine, 2002).

In VNTR patronen worden soms dubbele allelen zichtbaar die kunnen duiden op ge-
mengde M. tuberculosis infecties of evolutionaire drift. In Nederland wordt bij 3% van
de geproduceerde VNTR patronen minstens één dubbel allel gedetecteerd (de Beer,
2013). Dit bemoeilijkt de interpretatie, maar hierover zijn afspraken gemaakt met de
KNCV en GGDen die bij het RIVM zijn op te vragen.

Hiermee samenhangend dient de vraag zich dan ook aan of de definitie van clustering
van isolaten van patiénten gebaseerd zou moeten zijn op identieke VNTR patronen,
of dat er juist kleine afwijkingen getolereerd zouden moeten worden. Om deze vraag
te onderzoeken is er recent een onderzoek uitgevoerd naar de populatiestructuur van
M. tuberculosis in Nederland (Sloot, 2013). Hierbij is gebleken dat het grootste deel
van de M. tuberculosis stammen op grond van de VNTR patronen zo sterk op elkaar
lijkt dat ze in clonale complexen vallen. Als de definitie van clustering op grond van
VNTR typering zou worden opgerekt naar stammen die bijna identieke patronen heb-
ben en tot een clonaal complex behoren, dan zou het percentage clusterende isolaten
dermate sterk omhoog gaan dat dit de bruikbaarheid van de DNA fingerprinting in
Nederland zou ondermijnen. Er is daarom besloten om bij de definitie van clustering
uit te blijven gaan van volledig identieke VNTR patronen.

4. Wat is de (toekomstige) plaats van "Whole Genome Sequencing” in de
moleculaire epidemiologie van tuberculose?

Om de resolutie van typering van M. tuberculosis complex te verhogen worden sinds
enkele jaren studies gedaan met Whole Genome Sequencing (WGS). Deze studies
hebben aangetoond dat een klein aantal mutaties aanwezig is in het core genoom
(genen die bij alle stammen van het species voorkomen) van isolaten met identieke
RFLP en VNTR patronen. Deze kunnen gebruikt worden om afzonderlijke transmis-
sieketens in RFLP/VNTR clusters van elkaar te onderscheiden (Bryant, 2013; Schurch,
2010). In Nederland werden binnen het ‘Harlingen’ cluster, dat meer dan honderd
isolaten bevat met identieke RFLP/VNTR patronen, met succes een aantal mutaties
opgespoord waarmee de transmissie vanuit individuele gevallen kon worden vast-
gesteld (Schurch, 2010).

Dit riep de vraag op hoe regelmatig deze mutaties optreden in het genoom van M.
tuberculosis. Daarom werden circa 200 M. tuberculosis isolaten uit Amsterdam, met
al dan niet epidemiologisch bevestigde links en identieke RFLP of VNTR patronen en
een bekend tijdsinterval, onderworpen aan WGS. Hierbij bleken de mutaties zeer on-
regelmatig op te treden in deze relatief korte tijd, en verschilde de mutatiefrequentie
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per cluster (Bryant, 2013). Toch werd hieruit een gemiddelde mutatiefrequentie
berekend van 0,36 mutaties per genoom per jaar. Dit is in overeenstemmming met de
uitkomsten van een soortgelijke studie in Engeland, waarbij een frequentie van 0,5
mutaties per genoom per jaar werd gevonden (Walker, 2013). Er zal dus rekening
mee moeten worden gehouden dat het core genoom van M. tuberculosis zeer stabiel
is en dat er stammen circuleren in Nederland die zelfs met WGS niet van elkaar te
onderscheiden zijn, terwijl er geen directe epidemiologische link is tussen de respec-
tievelijke tuberculose patiénten. Toch biedt WGS de hoogste resolutie in typering, en
zodra het polymorfisme dat geassocieerd is met repeterende DNA sequenties ook
in deze methode zichtbaar gemaakt kan worden lijkt dit de meest ideale typering-
smethode te worden. Met deze techniek kunnen dan identificaties op (sub) species
niveau worden uitgevoerd, maar ook indicatieve gevoeligheidsbepalingen en typerin-
gen op stamniveau. Om dit mogelijk te maken dient de analyse van WGS data sterk
te worden verbeterd en versneld. Daarnaast dient deze techniek idealiter toepasbaar
te zijn op kleinere aantallen bacterién, liefst in klinisch materiaal.

De huidige wereldwijde standaard in typering van het M. tubercu-

Ni 1
lveau losis complex is 24-loci VNTR typering.
Het discriminerend vermogen van de VNTR typering is iets lager
. dan de IS6110 RFLP typering, maar de resultaten van de VNTR
Niveau 2 . .. .. . .
typering lijken beter te passen bij de transmissieroutes zoals die
bij bronopsporings- en clusteronderzoek worden gevonden.
Niveau 2 De reproduceerbaarheid van VNTR typering is sterk afhankelijk

van de wijze van uitvoering en is een punt van zorg.

Whole Genome Sequencing is veelbelovend maar nog niet gereed
Niveau 4 voor gebruik als moleculaire typering van M. tuberculosis complex
in nationale surveillance programma’s.

Aanbevelingen

Gezien het belang van de nationale surveillance van tbc voor het inperken van
transmissie wordt aanbevolen om alle positieve M. tuberculosis complex kweken
door het RIVM te laten typeren.

Op basis van nu beschikbare gegevens wordt aanbevolen om voor de nationale sur-
veillance vast te houden aan de nu gebruikte VNTR typering
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Om bronopsporings- en clusteronderzoek zo efficiént mogelijk te laten verlopen
wordt aanbevolen om M. tuberculosis complex isolaten zo snel mogelijk op te sturen
voor typering.

Parallel hieraan dient geinvesteerd te worden in het gebruik van WGS als typering-
stechniek. Hiervoor is het noodzakelijk dat er een (gecureerde) internationale data-
base komt met daarin sequenties van M. tuberculosis complex stammen wereldwijd.

Praktische handreikingen

¢ Na binnenkomst bij het RIVM is na gemiddeld 11 dagen het VNTR patroon
bekend.

e De VNTR typering wordt kostenloos uitgevoerd door het RIVM.

e VNTR typering is tot op heden niet uitvoerbaar direct op patiéntenmateriaal
met uizondering van microscopisch sterk positieven (minstens 10 zuurvaste
staafjes per gezichtsveld).

e Een cluster wordt gedefinieerd als 2 of meer volledig identieke 24-loci VNTR
patronen van verschillende patiénten.

e Clustering van individuele isolaten (mogelijke transmissie) wordt via de ver-
pleegkundig consulent surveillance, die als interface dient tussen het RIVM
en de GGD’en, aan de betreffende GGD’en gerapporteerd.

e Wanneer bij meerdere kweken van een laboratorium, met een afnameda-
tum die niet meer dan een week verschilt, identieke DNA fingerprints door
het RIVM worden opgemerkt is er mogelijk sprake van een laboratorium
kruis-contaminatie. Bij verdenking hierop worden zowel het microbiologische
laboratorium als de betrokken GGD door het RIVM op de hoogte gesteld.
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Uitgangsvragen

1. Wat is de optimale fenotypische methode om de gevoeligheid van Mycobac-
terium tuberculosis voor antibiotica op betrouwbare wijze vast te stellen?

2. Hoe presteren beschikbare methoden voor moleculaire detectie van resi-
stentie in gebieden met lage TB incidentie en lage resistentiepercentages?

3. In welke klinische setting is het raadzaam om moleculaire detectie van re-
sistentie uit te laten voeren?

4. Wat is de optimale fenotypische methode om de gevoeligheid van nontuber-
culeuze mycobacterién voor antibiotica op betrouwbare wijze vast te stellen?

Inleiding

Gevoeligheidsbepalingen voor M. tuberculosis complex bacterién zijn zinvol, omdat
in vitro resistentie voor veel gangbare tuberculostatica direct gecorreleerd is aan
falen van therapie in vivo (WHO, 2014b). Deze relatie is vooral sterk voor rifampi-
cine, maar ook voor isoniazide. Resistentieonderzoek is dus van groot belang voor de
therapiebegeleiding, maar ook voor (inter)nationale surveillance. Er is veel discussie
over de te hanteren breekpunten in de gevoeligheidsbepalingen van M. tuberculosis
complex bacterién (Schén, 2009; Gumbo, 2010).

Naast de fenotypische gevoeligheidsbepalingen, zijn er moleculaire testen om mu-
taties aan te tonen die gerelateerd zijn aan resistentie tegen de belangrijkste eerste-
lijnsmiddelen isoniazide en rifampicine. Er is ook een commercieel beschikbare
reverse line blot methode voor tweedelijnsmiddelen (fluoroquinolonen, aminoglyco-
siden/injectables) en ethambutol. De voorspellende waarde van deze testen verschilt
per antibioticum en per genetisch target dat bekeken wordt. In Nederland is dermate
veel ervaring opgedaan met deze sneldiagnostiek dat deze voorspellende waarden
goed bekend zijn. Deze testen zijn met name waardevol in de sneldiagnostiek van
multidrug resistente tuberculose (MDR-TB). Alleen de reverse line blot methode voor
eerstelijnsmiddelen INH en rifampicine en de GeneXpert (detectie van rifampicine
resistentie) worden door de WHO aanbevolen (WHO, 2014b).

Voor nontuberculeuze mycobacterien (NTM) worden van oudsher technieken gebruikt
afkomstig uit de algemene bacteriologie. Bij de NTM is de rol van de resistentiebepa-
ling minder duidelijk, omdat er voor met name de eerstelijns antituberculose midde-
len geen duidelijke relatie tussen in vitro gevoeligheid en in vivo uitkomst van the-
rapie lijkt te bestaan. Deze relatie is wel duidelijk voor veelgebruikte middelen zoals
macroliden, aminoglycosiden, fluoroquinolonen en co-trimoxazol (van Ingen, 2012).
Vooral voor het resistentieonderzoek dat gebruikt wordt voor directe therapiebege-
leiding van patiénten, is kwaliteitsborging van het grootste belang.
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Zoekvragen

1. Hoe presteren huidige breekpuntsbepalingen in vloeibare media voor feno-
typische gevoeligheidsbepalingen voor M. tuberculosis complex bacterién
ten opzichte van klassieke agar proportie en radiometrische BacTec460
methoden?

2. Hoe presteren huidige breekpuntsbepalingen in vioeibare media voor detec-
tie van pyrazinamide resistentie bij M. tuberculosis complex bacterién ten
opzichte van deze klassieke methoden?

3. Hoe presteren moleculaire testen voor detectie van resistentie tegen iso-
niazide en rifampicine of fluoroquinolonen, aminoglycosiden/injectables en
ethambutol in de Nederlandse setting?

4. Wat is de optimale methode voor fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor
nontuberculeuze mycobacterién?

Selectiecriteria literatuur

PubMed search dd. 12.06.2014: ("Mycobacterium" and "Drug Resistance, Bacterial")
Filters: Abstract available, Humans, English, tijdsperiode [1995-2013]. Vervolgens is
er een selectie gemaakt van voor de zoekvraag relevante literatuur.

Literatuur per zoekvraag

Samenvatting van literatuur

1. Fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor M. tuberculosis.

In 1963 verschijnt het eerste consensus document over methoden voor fenotypische
gevoeligheidsbepalingen voor M. tuberculosis (Canetti, 1963). Alle drie (Resistance
Ratio, agar dilutie en proportie) beschreven methoden zijn gebaseerd op detectie en
quantificering van groei van stammen op Lowenstein-Jensen (LJ) media gesuppleerd
met oplopende concentraties van de dan gebruikte eerstelijnsmiddelen (PAS, INH,
streptomycine). Enkele jaren later wordt het Middlebrook 7H10 medium ingevoerd
voor dit type bepalingen, omdat M. tuberculosis daarop iets sneller groeit. Weer
een decennium later worden de eerste semi-automatische vloeibare kweeksyste-
men ontworpen (Middlebrook, 1977). Hierin worden ook al snel gevoeligheidsbep-
alingen uitgevoerd door groei in gesuppleerde vloeibare media te quantificeren en
te vergelijken met groei van een verdund inoculum in medium zonder antibiotica
(vloeibare proportie methode). Deze methodiek is inmiddels beschikbaar in de vorm
van drie commerciele systemen (MB/BacT [BioMerieux], Mycobacterium Growth In-
dicator Tube [MGIT; Becton and Dickinson], VersaTrek [Trek Diagnostics]). Voor alle
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drie deze methoden zijn assays voor breekpuntsbepalingen beschikbaar; in principe
wordt voor ieder antibioticum alleen de breekpuntconcentratie getest, waarbij groei
dus wordt geinterpreteerd als resistentie. In verschillende studies zijn de meestge-
bruikte methoden vergeleken met de gouden standaard, de proportie methode op
vaste media (L] of Middlebrook 7H10/7H11). Over de MGIT en MB/BacT methoden
bestaat de meeste literatuur. De resultaten van deze studies zijn beschreven in Ta-
bel 8.1 (Palaci, 1996; Bergmann, 1997; Bergmann, 1997b; Palomino, 1999; Kon-
tos, 2004; Diaz-Infantes, 2000; Yew, 2001). Alle studies tonen dat de methoden
in geautomatiseerde vloeibare kweeksystemen veel sneller zijn. Een resultaat is na
gemiddeld 8 dagen beschikbaar, versus 14-21 dagen voor de proportie methoden
op vaste media. De radiometrische BacTec460 methode (Becton and Dickinson) is

Tabel 8.1 Overeenkomst resultaten MGIT en proportie methode op vaste media

Palaci 1996 MGIT 23/23 2/2 19/19 6/6 20/20 5/5 22/22
Bergmann

e MGIT 89 ND ND 74/74 13/15 70/70 19/19 ND ND
Bergmann

(e MGIT 74 55/60 14/14 ND ND ND ND 58/63 9/11
Palomino

1699 MGIT 101 57/62 35/39 38/38 63/63 64/64 35/37 75/75 25/26
Kontos

5004 MGIT 177 149/151 26/26 145/147 30/30 163/164 13/13 161/165 12/12
Totaal MGIT 466 284/296 77/81 276/278 112/114 317/318 72/74 316/325 49/52
Diaz 2000 MB/BacT 83 65/66 15/17 57/57 26/26 63/63 20/20 66/71 9/12
Yew 2001 MB/BacT 105 49/49 55/56 50/55 50/50 81/81 24/24 ND ND
Totaal MB/

BacT

Meth-
ode

Streptomy-

! Isoniazide Rifampicine
cine

188 114/115 70/73 107/112 76/76 144/144 44/44 66/71 9/12
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internationaal ook veel gebruikt voor gevoeligheidsbepalingen van M. tuberculosis
complex; deze methode heeft in Nederland nooit veel ingang gevonden. Ook deze
methode is als gouden standaard gebruikt in studies naar de prestaties van niet-radi-
ometrische vioeibare kweeksystemen zoals MGIT en MB/BacT (Risch-Gerdes, 1999;
Ardito, 2001; Tortoli, 2002; Scarparo, 2004; Garrigd, 2007; Tortoli, 2000; Brunello,
2000; Bemer, 2004). De prestaties van de MGIT en MB/BacT methode ten opzichte
van BacTec460 staan vermeld in Tabel 8.2.

Tabel 8.2 Overeenkomst resultaten MGIT en MB/BacT en BacTec460 radiometrische methode

Meth-
n . Streptomycine Isoniazide Rifampicine

Risch- MGIT 441 328/330 109/111 315/315 123/126 347/347 90/94 254/256* 52/56*

Gerdes,

1999

Ardito, MGIT 78 77/78 0/0 73/75 3/3 78/78 0/0 64/67 11/11

2001

Tortoli, MGIT 133 120/122 11/11 111/114 19/19 124/125 7/7 124/127 4/6

2002

Scarparo, MGIT 100 61/63 32/37 51/54 46/46 70/70 29/30 78/78 19/22

2004
rri
2007

MGIT 82 61/64 17/18 34/34 45/48 67/68 14/14 70/70 11/12

Totaal 834 647/657 169/177 584/592 236/242 686/688 140/145 590/598 97/107

MGIT

Tortoli, MB/BacT 113 95/98 14/15 86/86 26/27 95/96 17/17 94/97 14/16

2000

Brunello, MB/BacT 120 115/115 5/5 103/103 15/17 116/116 4/4 109/114 6/6

2000

Bemer, MB/BacT 166 139/141  24/25 130/130 35/36  148/148 18/18 151/151 12/15

2004

Garrigdé, MB/BacT 82 64/64 12/18 32/34 47/48 67/68 14/14 70/70 9/12

Totaal MB/ 481 413/418 55/63 351/353 123/128 426/428 53/53 424/432  41/49

BacT

*maar 312/441 stammen onderworpen aan ethambutol test
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Deze resultaten in ogenschouw nemende kan voor de MGIT een categorische (S/R)
concordantie (=100x[[correct S+correct R]/[totaal S+totaal R]]) van 95.8% voor
streptomycine, 99.0% voor isoniazide, 99.2% voor rifampicine en 96.8% voor etham-
butol worden berekend ten opzichte van de proportie methode op vaste media en
97.8% voor streptomycine, 98.3% voor isoniazide, 99.2% voor rifampicine en 97.4%
voor ethambutol ten opzichte van de radiometrische BacTec460 methode.

Voor de MB/BacT berekenden wij een categorische concordantie van 97.9% voor
streptomycine, 97.3% voor isoniazide, 100% voor rifampicine en 90.4% voor etham-
butol ten opzichte van de proportiemethode en 97.3% voor streptomycine, 98.5%
voor isoniazide, 99.6% voor rifampicine en 96.7% voor ethambutol ten opzichte van
de radiometrische BacTec460 methode.

De discrepanties tussen verschillende technieken vinden -ten dele- hun oorsprong
in de vastgestelde breekpunten voor M. tuberculosis. Tabel 8.3 geeft een overzicht
van de breekpunten voor de MGIT methode voor eerste en tweedelijnsmiddelen die
op dit moment (december 2014) door de WHO worden ondersteund en in Nederland
worden gehanteerd. Van oudsher zijn enkelvoudige breekpunten vastgesteld, voor
onderscheid tussen gevoelig en resistent. Veel van deze breekpunten zijn gebaseerd
op wild type MIC verdelingen uit de periode voor de opkomst van resistentie bij M.
tuberculosis. Dit concept is voor vele middelen inmiddels achterhaald, omdat voor
vele middelen geldt dat de verschillende mutaties in de verschillende aangrijppunten
van de middelen ieder leiden tot specifieke MIC verdelingen, waarvan sommigen het
breekpunt doorkruisen. Voor vele middelen (isoniazide, ethambutol, streptomycine,
prothionamide, maar ook rifampicine) geldt dus dat er ook ‘intermediaire gevoelig-
heid’ kan bestaan in een kleine minderheid van stammen. Deze intermediaire gevoe-
ligheid wordt niet herkend als alleen een breekpuntsbepaling zoals de commerciele
systemen met vioeibare kweek wordt verricht. Voor isoniazide is een uitbreiding be-
schikbaar waarin twee concentraties worden getest (Tabel 8.3) (Bottger, 2011).

Veel van de breekpunten staan momenteel ter discussie door deze nieuwe inzichten
in resistentie mechanismen, maar ook in de wild type MIC distributies, klinische uit-
komsten, farmacokinetiek, en farmacodynamiek (Schén, 2009; Gumbo, 2010; Bott-
ger, 2011). Deze matige kwaliteit van huidige breekpunten is ook de achtergrond
van de sporadisch waargenomen discrepanties tussen mutatie-analyse van het drug
target en de resultaten van de fenotypische gevoeligheidsbepaling (zie onder). Om
deze beperking te ondervangen kan er ook een bepaling worden uitgevoerd met
een beperkte concentratiereeks per antibioticum, waarmee een meer quantitatieve
gevoeligheidsbepaling kan worden uitgevoerd. Voor het MGIT systeem is speciale
software (TBeXist®) ontwikkeld om deze quantitatieve bepaling te kunnen automa-

tiseren (Springer, 2009).
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Tabel 8.3 Overzicht van breekpuntconcentraties (mg/L) voor eerste en tweede-
lijns antituberculose middelen zoals gebruikt in de MGIT bepaling

Antibioticum Breekpuntconcentratie

Isoniazide 0.1/0.4*
Rifampicine 1.0
Rifabutin 0.5
Ethambutol 5.0
Pyrazinamide 100
Streptomycine 1.0
Amikacine 1.0
Kanamycine 2.5
p-aminosalicylzuur 4.0
Moxifloxacine 0.5
Capreomycine 2.5
Prothionamide 2.5/5.0
Linezolid 1.0
Clofazimine 1.0

* Isoniazide; =< 0.1mg/I is gevoelig, 0.1-0.4 mg/| is intermediair, >0.4 is resistent

2. Pyrazinamide

Het bepalen van de gevoeligheid van M. tuberculosis complex isolaten voor pyrazi-
namide is zeer foutgevoelig. Het inactieve pyrazinamide wordt alleen bij een lage pH
omgezet in het actieve pyrazinoézuur. De fenotypische gevoeligheidsbepaling dient
dus te worden uitgevoerd in aangezuurde media (pH 5,9-6,0). Deze lage pH remt
echter ook de groei van M. tuberculosis complex bacterién. Daarnaast hebben de
hiervoor gebruikte media een beperkte buffercapaciteit, dus verzuring van het medi-
um door actief metaboliserende bacterién kan leiden tot verdere groeiremming (Pfy-
ffer, 2002). Ook voor pyrazinamide is een breekpuntsbepaling beschikbaar voor de
geautomatiseerde vloeibare kweeksystemen. Alleen de breekpuntsbepaling voor de
MGIT is in een serie studies vergeleken met de door de WHO destijds gepropageerde
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BacTec460 en resistentie ratio methode of vaste media (Pfyffer, 2002; Kontos, 2003;
Johansen, 2004; Krilner, 2006). De resultaten daarvan zijn opgenomen in Table 8.4.

Table 8.4 Pyrazinamide gevoeligheidsbepaling; MGIT vs BacTec460 of Resis—
tance Ratio methode

Meth- 2:::?_' Bac-
ode men Tec460

Pfyffer,
2002

Kontos,
2003

Scarparo,
2004

Johansen,
2004

MGIT 89/92 23/24 = =

MGIT 150 144/144 6/6 = =

MGIT 100 66/69 27/31 S S

MGIT 57 46/46 11/11 = =

Krauner,

2006 MGIT 195 = = 158/161 26/34

Deze resultaten in ogenschouw nemende, kan voor de MGIT een categorische (S/R)
concordantie (=100x[[correct S+correct R]/[totaal S+totaal R]]) van 94.4% voor
pyrazinamide worden berekend ten opzichte van de Resistance Ratio methode op
vaste media, en 97.4% ten opzichte van de radiometrische BacTec460 methode.
Onze meta-analyse laat zien dat de MGIT960 pyrazinamide bepaling redelijk accuraat
is. Geobserveerde problemen zijn vooral het aantal fout-resistenten (major errors)
en minder het aantal fout-gevoeligen (very major errors) (Chedore, 2010; Simons,
2012). Bij het detecteren van pyrazinamide resistentie door middel van de MGIT be-
paling is het dus raadzaam een tweede test ter confirmatie uit te voeren.

Vier testen zijn hiervoor bestudeerd:
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1. confirmeren door middel van BacTec460 bepaling (inmiddels niet meer mo-
gelijk)

2. herhalen van de MGIT bepaling zonder aanpassingen

3. uitvoeren van pncA gen sequentie analyse

4. herhalen van de MGIT bepaling met een gereduceerd inoculum

Een studie in Canada vond 57 PZA resistente stammen in een serie van 743 klinische
isolaten (7.7%). Alle door de MGIT960 als resistent afgegeven stammen werden op-
nieuw getest met BacTec460. Deze bevestigde 33 isolaten (4.4%) als resistent, maar
testte er 24 gevoelig (3.2%) (Chedore, 2010).

In een studie in Nederland werden 1650 M. tuberculosis isolaten gescreend op PZA
gevoeligheid door middel van MGIT960. Hiervan werden 69 isolaten initieel resistent
bevonden (4.2%), maar bij herhalen van de MGIT960 bepaling waren er nog slechts
22 resistent (68% fout-resistent gemeten). In deze studie werd pncA sequencing
als alternatieve strategie getest bij initieel PZA resistent geteste isolaten. Bij 16 van
de 22 resistente isolaten werd een niet-synonieme mutatie in het pncA gen aange-
toond (sensitiviteit 73%, specificiteit 100%) (Simons, 2012); in een van de resist-
ente stammen met een wild type pncA sequentie kon later een mutatie in het rpsA
gen worden aangetoond (Simons, 2013).

In 1 studie werd de MGIT herhaald met een gereduceerd inoculum (0.25ml ipv 0.5
ml van een 24-48u oude positief gevlagde MGIT buis). Van de 211 stammen (waar-
onder 10 M. bovis stammen) werden er 55 pyrazinamide resistent bevonden met de
standaard MGIT bepaling. Bij het inzetten met en verdund inoculum waren er nog
maar 23 resistent, waaronder de M. bovis stammen. Deze 23 konden allemaal geve-
rifieerd worden met de BacTec460 pyrazinamide gevoeligheidsbepaling (Piersimoni,
2013).

Een deel van discrepanties tussen methoden wordt veroorzaakt door stammen met
MICs op of rond het breekpunt. Recent is door middel van simulaties op basis van trial
data en hollow fiber model simulaties voorgesteld om het breekpunt in de MGIT960
te verlagen naar 50 mg/L (Gumbo, 2014).

Vanwege deze complexiteit van de fenotypische bepalingen is er gezocht naar an-
dersoortige bepalingen. Een van de klassieke methoden is bepaling van pyrazinami-
dase (het aangrijppunt van pyrazinamide) activiteit volgens de methode van Wayne.
Hierbij wordt een hoog inoculum M. tuberculosis 4 dagen geincubeerd op pyrazina-
mide en pyruvaat houdende media, waarna het door pyrazinamidase geproduceerde
pyrazinoézuur zichtbaar wordt gemaakt met ijzer-ammoniumsulfaat. Vorming van
een bruine neerslag bewijst aanwezigheid van inactief pyrazinamidase, een defect
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hetgeen suggestief is voor pyrazinamide resistentie (Wayne, 1974). Recent is er veel
onderzoek verricht naar moleculaire methoden, zoals het aantonen van mutaties
in het pncA gen, dat codeert voor het pyrazinamidase enzym en het rpsA gen, dat
codeert voor het S1 ribosomaal eiwit (Simons, 2012; Simons, 2013).

Twee studies hebben de pyrazinamidase test volgens Wayne vergeleken met de MGIT
PZA test, waarbij de laatste gold als gouden standaard. In de 2 studies gezamenlijk
werden 533 isolaten getest. De pyrazinamidase test benoemde 205/226 isolaten
correct gevoelig en 297/307 isolaten correct resistent, leidend tot een categorische
concordantie van 94.2% (Aono, 2002; Cui, 2013). Het sequencen van het pncA gen
als screening voor PZA resistentie is ook bestudeerd. In een Nederlandse studie
werden 166 M. tuberculosis isolaten (waarvan 7 resistent volgens MGIT960) getest.
Sequencen van het pncA gen toonde niet-synonieme mutaties in 6/7 resistente stam-
men en 4/159 gevoelige stammen, en had dus een sensitiviteit van 86%, specificiteit
van 98% en categorische concordantie van 97% (Simons, 2012). Op basis van de
prestaties van de pyrazinamidase en moleculaire methoden concludeert een recente
meta-analyse dat de moleculaire methode (pncA sequencing) waarschijnlijk de te
prefereren methoden is, omdat de prestaties van de pyrazinamidase test in studies
waarschijnlijk overschat is (Chang, 2011). De correlaties tussen verschillende gene-
tische mutaties, in vitro MICs en uitkomsten van behandeling zijn nog onvoldoende
bestudeerd om dit nu al routinematig te kunnen invoeren (Simons, 2012; Chang,
2011). Wel is de verwachting dat whole genome sequencing zal leiden tot een snellere
en betere vaststelling van (genetische) resistentie dan de fenotypische bepalingen.

Tweedelijnsmiddelen

Het bepalen van gevoeligheid voor tweedelijnsmiddelen wordt door zeer weinig labo-
ratoria wereldwijd aangeboden. Deze bepalingen zijn vooral relevant voor multidrug-
resistente M. tuberculosis complex isolaten. Ook hier hebben de geautomatiseerde
vloeibare kweeksystemen (m.n. MGIT960) hun intrede gedaan. In een vergelijkende
studie in Nederland bleek deze methode goed te werken en bleken de resultaten
zeer goed overeen te komen met de resultaten van de gouden standaard op dat mo-
ment, de absolute concentratie methode op Middlebrook 7H10 medium (van Ingen,
2010). Niet alle tweedelijnsmiddelen kunnen in alle media worden getest. Cycloser-
ine bijvoorbeeld wordt geinactiveerd in pyruvaat houdende media (zoals het MGIT
medium) (Tison, 1963). Voor deze middelen blijft de absolute concentratiemethode
in Middlebrook 7H10 medium dus noodzakelijk; het RIVM voert deze bepalingen rou-
tinematig uit. Het is van belang te onderkennen dat de relatie tussen in vitro MICs en
in vivo uitkomsten van therapie voor de klassieke tweedelijnsmiddelen (clofazimine,
prothionamide, cycloserine, PAS) niet in klinische studies is onderzocht. Voor de
nieuwe tuberculostatica bedaquiline en delamanid is nog geen gestandaardiseerde
methode voor resistentiebepaling aanwezig.
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Kwaliteitscontrole

Voor kwaliteitscontrole is het raadzaam om regelmatig controlestammen mee te
testen. Hierover zijn geen strikte richtlijnen geformuleerd. Via de American Type Cul-
ture Collection zijn M. tuberculosis stammen beschikbaar met monoresistentie tegen
streptomycine (ATCC 35820), isoniazide (ATCC 35822), rifampicine (ATCC 35838) en
ethambutol (ATCC 35837).

Voor pyrazinamide kan een M. bovis stam worden gebruikt of M. tuberculosis ATCC
35828. De typestam M. tuberculosis H37Rv is gevoelig voor alle eerstelijnsmiddelen
en kan dus als controle worden gebruikt. Nontuberculeuze mycobacterién (NTM) zijn
ongeschikt voor kwaliteitscontrole. Door grote verschillen in groeisnelheid ten op-
zichte van M. tuberculosis dienen ze sterk verdund te worden ingezet. Dit proces is
onvoldoende gestandaardiseerd.

Ook tweedelijnscontroles in de vorm van een geblindeerde uitwisseling van kweken
met een bepaald resistentieprofiel zijn voor het testen van de lokale inter-laborato-
rium reproduceerbaarheid van belang.

Voor de derdelijns kwaliteitsborging van gevoeligheidsbepalingen kunnen WHO
supra-nationale laboratoria deelnemen aan het de WHO proficiency study progam-
ma. In het kader hiervan worden jaarlijks 30 M. tuberculosis kweken geanalyseerd
om internationale inter- en intralaboratorium reproduceerbaarheid te testen en de
internationale standaardisatie te bevorderen (Van Deun, 2011).

De commercieel beschikbare breekpuntsbepalingen voor geautom-
atiseerde vloeibare kweeksystemen (MGIT, MB/BacT) geven een
accurate en snelle indicatie van de gevoeligheid, met name voor
isoniazide en rifampicine

Niveaul

De commercieel beschikbare breekpuntsbepalingen voor pyrazi-
namide zijn redelijk accuraat maar vereisen veel ervaring om
fout-resistente uitslagen door klontering of een te groot inoculum
te voorkomen

Niveau?2

Gevoeligheidsbepalingen voor tweedelijnsmiddelen zijn nog niet

RIEELL & goed gestandaardiseerd en klinisch gevalideerd

Overige overwegingen
Er is nog geen consensus over de mate van centralisatie van tuberculosediagnostiek,
inclusief de gevoeligheidsbepalingen voor M. tuberculosis complex bacterién. Gezien
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het beperkt aantal nieuwe kweek-bewezen tuberculose gevallen per jaar in Neder-
land is dit een belangrijke discussie om op regionaal en nationaal niveau te voeren.
De complexiteit van met name de gevoeligheidsbepaling voor pyrazinamide en de
tweedelijnsmiddelen maakt centralisatie hiervan raadzaam.

Een aantal belangrijke antituberculose middelen zijn instabiel in kweekmedia gein-
cubeerd bij 37 graden. Dit geldt met name voor rifampicine en isoniazide, maar
ook voor streptomycine en ethionamide (J. van Ingen, manuscript ingestuurd voor
publicatie). Antibiotica dienen dus zo kort mogelijk voor het inzetten van de gevoe-
ligheidsbepaling in het medium te worden gebracht. De gemeten MIC is een factor 4
tot 8 hoger wanneer antibioticum bevattende media 7 of 14 dagen worden geprein-
cubeerd.

Aanbevelingen

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen dienen ten minste van de eerste kweek van
iedere nieuwe tuberculosepatiént te worden uitgevoerd.

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor de eerstelijnsmiddelen behalve pyrazi-
namide dienen te worden uitgevoerd met commercieel beschikbare breekpuntsbe-
palingen in geautomatiseerde vioeibare kweeksystemen. Met het oog op internatio-
nale standaardisatie is de MGIT960 methode aan te bevelen

Gevonden resistentie, discrepanties met moleculaire testen, of in het licht van kli-
niek en epidemiologie twijfelachtige resultaten van gevoeligheidsbepalingen dienen
op referentielaboratorium niveau te worden geverifieerd middels een uitgebreidere
bepaling waarin een grotere concentratiereeks per antibioticum kan worden getest,
0.a. om ook intermediaire gevoeligheid aan te kunnen tonen.

Gevoeligheidsbepalingen voor pyrazinamide dienen te worden uitgevoerd door
laboratoria met specifieke expertise en directe toegang tot een confirmatietest om
fout-resistente uitslagen te voorkomen.

Gevonden pyrazinamide resistentie dient, als het geen M. bovis stam betreft, altijd
te worden geconfirmeerd met een tweede test; dit kan een herhaling van de initiéle
test of pncA gen sequencing zijn.

Gevoeligheidsbepalingen voor de tweedelijnsmiddelen dienen gecentraliseerd te
worden uitgevoerd in 1 laboratorium; in Nederland heeft het RIVM de specifieke
expertise.

Kwaliteitscontrole van gevoeligheidsbepalingen voor de eerstelijnsmiddelen
-behalve pyrazinamide- moet onderdeel zijn van de kwaliteitscontrole programma'’s
van SKML.
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3. Hoe presteren beschikbare commerciéle methoden voor moleculaire de-
tectie van resistentie in gebieden met lage TB incidentie en lage resi-
stentiepercentages?

3.1 GeneXpert MTB/RIF

Het uitrollen van de Xpert MTB/RIF in hoog-endemisch TB gebied door de WHO heeft
een revolutie in de diagnostiek van (MDR-)TB veroorzaakt (WHO, 2014). In een
meta-analyse van 24 studies waarin de detectie van rifampicine resistentie is uit-
gezet tegen fenotypische detectie van rifampicine resistentie werden een gepoolde
sensitiviteit van 95% en specificiteit van 98% gemeten (Steingart, 2014). In een
theoretisch cohort van 1000 patienten met een prevalentie van rifampicine resi-
stentie van 5% (in Nederland is dit 1%) betekent dit dat 3 van de 50 rifampicine
resistente stammen niet als zodanig wordt herkend en dat 19 van de 950 gevoelige
stammen onterecht als rifampicine resistent zou worden aangemerkt (PPV 71.2%,

NPV 99.6%) (Steingart, 2014).

3.2 GenoType MTBDRplus

In een systematische review zijn 12 artikelen over de MTBDRplus test geanalyseerd
(Arentz, 2013). Wanneer deze test werd gebruikt als indirecte test voor rifampicine
resistentie had deze een sensitiviteit van 95.5% en een specificiteit van 98.5%,
wanneer gevoeligheidsbepaling voor rifampicine op vaste of vloeibare media als refe-
rentietest werd gebruikt. Als directe test op klinisch materiaal had de test een sensi-
tiviteit van 96.8% en een specificiteit van 96.4% (Arentz, 2013). In een cohort met
een MDR-TB prevalentie van 3% (in Nederland is dit 1%) betekent dit een positief
voorspellende waarde van 59.3% en een negatief voorspellende waarde van 99.9%
(Arentz, 2013). Dit systematische review keek niet naar isoniazide resistentie. Een
recente studie in Zweden, dat een met Nederland vergelijkbare epidemiologie van TB
kent, vond een sensitiviteit van 89.6%, specificiteit van 100%, positief voorspellende
waarde van 100% en negatief voorspellende waarde van 98.5% voor de detectie van
isoniazide resistentie met de MTBDRplus assay (Chryssanthou, 2012).

De prestaties van deze test zijn ook specifiek in de de Nederlandse setting uitge-
zocht. Uit retrospectief geanalyseerde data van 2649 isolaten uit de jaren 2007-2012
komen een sensitiviteit, specificiteit, positief en negatief voorspellende waarde van
100%, 99%, 80% and 100% voor detectie van rifampicine resistentie naar voren.
Sensitiviteit, specificiteit, positief en negatief voorspellende waarde van het vinden
van een katG gen mutatie voor het detecteren van isoniazide resistentie was 55%,
100%, 100% and 94%. Sensitiviteit, specificiteit, positief en negatief voorspellende
waarde van het vinden van een inhA gen mutatie voor het detecteren van isoniazide
resistentie was 35%, 100%, 99%, 92%. Sensitiviteit, specificiteit, positief en negatief
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voorspellende waarden van het vinden van een katG danwel inhA mutatie voor het
detecteren van isoniazide resistentie waren 88%, 100%, 100% en 98%, wanneer
deze test als indirecte test werd toegepast en de fenotypische gevoeligheidsbepaling
middels MGIT960 als gouden standaard werd aangehouden. Deze karakteristieken
waren niet wezenlijk anders indien alleen risicogroepen getest werden in vergelijking
met wanneer alle nieuw ingestuurde M. tuberculosis isolaten gescreend werden.
(Sami Simons, Jakko van Ingen, Dick van Soolingen; manuscript ingestuurd voor
publicatie).

3.3 GenoType MTBDRs/

De GenoType MTBDRsI detecteert een aantal bekende mutaties in het rrs (16S) gen
(target van de aminoglycosiden en capreomycine), het gyrA gen (target van de fluoro-
chinolonen) en het embB gen (een van de targets van ethambutol). De prestaties van
deze bepaling zijn recent samengevat in een meta analyse voor de Cochrane Library.
Uit data uit 21 publicaties, waaronder een in Nederland verrichte studie, werden een
sensitiviteit en specificiteit van 87.9% en 99.5% voor amikacine resistentie, 66.9%
en 98.6% voor kanamycine resistentie en 79.5% en 95.8% voor capreomycine ge-
meten. De sensitiviteit en specificiteit voor het aantonen van fluorochinolon-resi-
stentie waren 83.1% en 97.7%, respectievelijk. Deze waarden gelden indien de test
indirect wordt uitgevoerd (dus op gekweekte stammen, niet op klinische materialen)
(Theron, 2014).

Ook van deze test zijn de prestaties retrospectief geanalyseerd in Nederland. De
sensitiviteit van het vinden van een rrs gen mutatie voor het detecteren van capreo-
mycine resistentie was 50%, de specificiteit was 96%, met een positief voorspellen-
de waarde van 71% en een negatief voorspellende waarde van 91%. Sensitiviteit,
specificiteit, positief en negatief voorspellende waarden van het vinden van een rrs
gen mutatie voor het detecteren van amikacine resistentie waren 86%, 99%, 86%
en 99%. Voor detectie van moxifloxacine resistentie middels het aantonen van gyrA
gen mutaties werd een sensitiviteit, specificiteit en positief en negatief voorspellende
waarde van 100% gevonden. Sensitiviteit, specificiteit, positief en negatief voor-
spellende waarden voor het vinden van een embB gen mutatie voor het detecteren
van ethambutol resistentie waren 62%, 71%, 58% en 74% (Sami Simons, Jakko van
Ingen, Dick van Soolingen; manuscript ingestuurd voor publicatie).

GeneXpert en MTBDRplus hebben vergelijkbare prestaties m.b.t.

Niveaul . . . .
'vea het detecteren van rifampicine resistentie
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In een laag-endemische setting is de lage positief voorspellende
Niveau2 waarde bij het detecteren van een rpoB gen mutatie voor zowel
GeneXpert als MTBDRplus een zorg

Moleculaire detectie van isoniazide resistentie is minder gevoelig

Niveaul . . . . .

dan detectie van rifampicine resistentie

Moleculaire detectie van resistentie tegen aminoglycosiden, capr-
Niveau2 eomycine en fluorochinolonen met de MTBDRs| test kent een be-

perkte sensitiviteit; de test kan met name worden gebruikt om
resistentie uit te sluiten

Moleculaire detectie van resistentie tegen ethambutol met de
Niveau?2 MTBDRsI| test kent een beperkte sensitiviteit en specificiteit en is
daarmee klinisch niet bruikbaar

Overige overwegingen

De leden van de werkgroep zijn het er over eens dat de PPV van de directe, mole-
culaire rifampicine resistentie test op grond van alleen de GeneXpert MTB/RIF te
laag is om deze in een regio met een lage prevalentie van rifampicine resistentie te
adviseren en in de routine diagnostiek op te nemen (WHO, 2013; Steingart, 2013).
Het advies is om een positieve test altijd te laten bevestigen door een tweede test,
liefst gebaseerd op een sequentie analyse van het rpoB gen (McAlister, 2015). Indien
het eigen of regionale laboratorium deze moleculaire bepalingen niet zelf routinema-
tig uitvoert, kan het materiaal naar referentielaboratoria worden gestuurd voor
sneldiagnostiek; dit zijn o.a. het RIVM (voor MTBDRp/us en MTBDRs/) en het Rad-
boudumc (voor MTBDRp/us). Het vinden van multidrug-resistentie of rifampicine mo-
noresistentie middels moleculaire technieken is aanleiding voor nader overleg met een
klinisch consulent in een van de twee gespecialiseerde MDR-TB klinieken (Beatrixoord
in Haren en Dekkerswald in Groesbeek).

De werkgroep ondersteunt de aanbevelingen uit 2009 waarin snelle directe resist-
entie wordt geadviseerd in een groep van hoog-risico patiénten waarin de PPV van de
XpertMTB/RIF acceptabel is (Erkens, 2009). Er wordt in de werkgroep echter wisse-
lend gedacht over het adviseren van snelle moleculaire resistentie testen met screen-
ing en confirmatie op al het microscopisch positieve patiéntmateriaal, ongeacht de
achtergrond van de patiént. Met name vanuit de tbc bestrijding en de behande-
laars ligt het verzoek om alle microscopische positieve materialen aan een sneltest
voor rifampicine resistentie te onderwerpen, omdat in de laatste jaren ook MDR-TB

125

NVMM Richtlijnen Mycobacteriéle Laboratoriumdiagnostiek, 2015



/

Resistentie

Hoofdstuk 8 - Resistentie

\

gevonden wordt onder patiénten zonder risicoprofiel. Er zijn echter geen gepubli-
ceerde data om te onderbouwen dat herkenning van snelle directe resistentie van
M. tuberculosis voor rifampicine een invloed heeft op “patients outcome” en op de
transmissie, zelfs niet in landen met een hoge prevalentie. Gepubliceerde data uit
Nederland geven ook geen klinische steun om directe snelle resistentie bepalingen
te adviseren voor alle microscopie positieve materialen (van Altena, 2015). De uit-
slagen van de snelle moleculaire testen worden door diverse behandelaars nog niet
eenduidig geinterpreteerd. En het is nog niet geinventariseerd in hoeverre positieve
uitslagen het behandelregime beinvloeden.

De prestaties van de MTBDRpl/us test lijken beter te zijn dan die van de GeneXpert
test en in deze test wordt ook INH resistentie op betrouwbare wijze gedetecteerd,
maar een directe vergelijking ontbreekt nog. Een in Georgia verricht onderzoek waar
een hoge prevalentie van MDR tuberculose heerst, toont dat de toepassing van MTB-
DRplus wel leidt tot een snellere start met adequate tweede lijn middelen en een
eerder negatief worden van sputumkweek (Kipiani, 2014).

De werkgroep meent dat het zinvol is een apart advies op te stellen over het altijd
toepassen van een moleculaire test direct op microscopisch positief pati€ntmateriaal
om INH en rifampicine resistentie te detecteren, met de daarbij behorende logistiek
en de consequenties van de testresultaten voor de behandelaars, waaronder ook
GGDen

Aanbevelingen

Moleculaire gevoeligheidsbepalingen dienen te worden uitgevoerd op directe mate-
rialen waarin al M. tuberculosis complex bacterién zijn gedetecteerd van patiénten
met een verhoogd risico op resistentie, door afkomst uit een gebied met veel (multi)
resistentie of door een geschiedenis van eerdere behandeling(en) voor tuberculose.
Lokaal kan worden afgesproken dit indicatiegebied te verbreden door bij alle posi-
tieve materialen een directe moleculaire resistentie te verrichten.

Bij verdenking op het bestaan van een infectie met resistente M. tuberculosis, dient
met behulp van moleculaire technieken resistentie tegen rifampicine en tegen iso-
niazide onderzocht te worden.

Bij patiénten met een lage a priori kans of resistentie dient rekening te worden
gehouden met de beperkte positief voorspellende waarde van de detectie van mu-
taties geassocieerd met rifampicine resistentie van zowel geneXpert als MTBDRplus.
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4. Fenotypische resistentiebepaling voor NTM

De methodologie voor fenotypische resistentiebepaling voor NTM heeft altijd meer
verwantschap gekend met de methoden uit de algemene bacteriologie dan met de
methoden gebruikt voor M. tuberculosis. Het Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) raadt momenteel aan om de resistentiebepaling dmv microdilutie in cation-
adjusted Mueller Hinton bouillon uit te voeren; breekpunten staan vermeld in Tabel 8.5
(CLSI, 2011). EUCAST heeft nog geen aanbevelingen over NTM gevoeligheidsbepa-
lingen uitgegeven. Deze aanbeveling door CLSI is opgenomen in een behandelricht-
lijn van ATS/IDSA (Griffith, 2007).

De achtergrond van deze aanbeveling is dat slechts twee methoden in klinische stud-
ies zijn gebruikt om correlaties tussen gevoeligheid voor middelen in vitro en de uit-

Tabel 8.5 Breekpunten voor microdilutie methode, volgens Clinical Laboratory
Standards Institute

T | WAC | . kansosi | M. merium | Snelle grociers

< 0 0
Clarithromycine _8>S3’21§ L >16 R >16 R <2S;41I; 28 R*

< . 0
Amikacine _16>§;r 3R2 L >32 R >32 R <16 S; 32 I; 264 R**
Tobramycine - - - <2S; 41; 28 R**

. . <8S; 161; . .

Linezolid >32 R >16 R - <8S; 161I; 232 R

< . .
Moxifloxacine _154’ : L >2 R >2 R <1S;21I;, 24R
Ciprofloxacine - >2 R >2 R <1S;21I;, 24R
Co-trimoxazol - >2/38 R >2/38 R <2/38 S; 24/76 R
Tetracycline - - >4 R <1S; 2-41; 28R

< . - >

Cefoxitine ) ) _ <16 S; 32R64 I; 2128
Imipenem = = = <4S; 8-161; 232 R
Rifampicine - >1R >1R =
Rifabutin - >2 R >2 R =
Ethambutol - >4 R >4 R =
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komst van therapie met die middelen in vivo te bestuderen: de microdilutie methode
in cation-adjusted Mueller Hinton bouillon en de radiometrische BacTec460 macro-
dilutie methode. Deze laatste is echter in 2011 uit productie genomen en kan niet
meer worden gebruikt (van Ingen, 2014). Microdilutie is te prefereren boven E-testen
voor NTM (evenals voor Nocardia spp) gezien de beperkte reproduceerbaarheid van
E-testen (Woods, 2000).

Voor snel groeiende NTM (bijvoorbeeld M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum)
zijn de correlaties tussen in vitro gevoeligheid en in vivo uitkomst van therapie re-
delijk sterk, ten minste bij extrapulmonale infecties (Wallace, 1985). Dit geldt met
name voor cefoxitine, imipenem, amikacine, tobramycine, de tetracyclines (behalve
tigecycline), co-trimoxazol en clarithromycine. Deze middelen dienen dus te worden
getest en gerapporteerd. Hoewel tigecycline sporadisch wordt ingezet is hiervoor
nog geen breekpunt gedefinieerd. De gevoeligheidsbepalingen voor snel groeiende
NTM worden na 72 uur afgelezen. Macrolide-gevoelige stammen worden vervolgens
nog 11 dagen geincubeerd om induceerbare resistentie —op basis van een erm gen-
tegen macroliden te detecteren (CLSI, 2011; van Ingen, 2014). Voor M. abscessus
longinfecties geldt dat behandelresultaten van macrolide-gebaseerde regimes beter
zijn bij ziekte door stammen met een door deletie niet-functioneel erm gen (in het
verleden tot species niveau verheven als ‘M. massiliense’), hetgeen suggereert dat
het detecteren van deze induceerbare resistentie klinisch relevant is (van Ingen,
2014; Koh, 2011).

Voor de langzaam groeiende NTM zijn associaties tussen in vitro gevoeligheid en
in vivo uitkomst van therapie ook waargenomen in klinische studies. Bij M. avium
complex longinfecties is macrolide resistentie duidelijk gecorreleerd met slechte uit-
komsten van het rifamycine-ethambutol-macrolide regime (Wallace, 1996; Tanaka,
1999), en is amikacine resistentie geassocieerd met falen van het rifamycine-etham-
butol-amikacine regime voor ziekte door macrolide-resistente M. avium complex bac-
terién (Brown-Elliott, 2013). De relatie tussen macrolide-resistentie en falen van
macrolide-gebaseerde regimes is ook gezien in trials met HIV-geassocieerde gedis-
semineerde M. avium complex infecties (Chaisson, 1994; Sison, 1996). Hoewel ook
breekpunten zijn geformuleerd voor moxifloxacine en linezolid (CLSI, 2011), is het
testen en rapporteren van amikacine en clarithromycine het belangrijkst.

Voor M. kansasii is een in vitro-in vivo correlatie alleen bekend voor rifampicine (Ahn,
1983). Falen van het standaard rifampicine-ethambutol-isoniazide regime is vrijwel
altijd gevolg van optreden van rifampicine resistentie, bijvoorbeeld door matige com-
pliance. Rifampicine is dus het enige middel dat getest en gerapporteerd dient te
worden. Bij het vinden van resistentie is het nuttig om secundaire middelen zoals
macroliden, amikacine en co-trimoxazol te testen, en hiervoor zijn breekpunten ge-
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formuleerd. Deze breekpunten zijn niet in klinische studies gevalideerd. Voor overige
langzame groeiers zijn in vitro-in vivo correlaties minder duidelijk, omdat er geen
trials of grote case series zijn waarin in vitro gevoeligheden zijn vergeleken met uit-
komsten van therapie.

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen dmv microdilutie zijn voor-
Niveau 3 spellend voor de uitkomst van therapie, maar de exacte waarde is
bekend voor slechts enkele species en enkele klassen antibiotica.

Overige overwegingen

Gevoeligheidsbepalingen zijn alleen zinvol wanneer een behandeling met antibiotica
wordt overwogen. Daarbij is het alleen zinvol om middelen te testen die voor therapie
van waarde kunnen zijn, waarvan variatie in MICs verwacht mag worden en waarbij
de MICs ook enige mate van voorspelling van de uitkomst van therapie bieden.

Aanbevelingen

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor NTM dienen te worden uitgevoerd op
isolaten van patiénten met bewezen NTM infectie.

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor NTM dienen te worden uitgevoerd d.m.v.
microdilutie in cation-adjusted Mueller Hinton bouillon.

Voor NTM dienen alleen middelen te worden gerapporteerd waarvoor breekpunten
zijn vastgesteld en waarvoor associaties tussen in vitro gevoeligheid en uitkomst
van therapie in vivo zijn beschreven in klinische studies.
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Praktische uitvoering van laboratoriumdiagnostiek voor infecties met tuber-
culosebacterién door middel van Interferon Gamma Release Assays

Uitgangsvraag
Wat is de optimale uitvoering van een Interferon Gamma Release Assay?

Inleiding

Voor de sensitiviteit en specificiteit van de laboratoriumdiagnostiek met behulp van
Interferon Gamma Release Assays (IGRA) en voor de indicatiestelling van IGRA
testen verwijzen we naar de uitgebreide “Richtlijn Interferon gamma release assays
bij de diagnostiek van tuberculose”, versie april 2011, van de IGRA werkgroep van
de Commissie voor Praktische Tuberculosebestrijding (CPT). [Ref: www.nvmm.nl/
Kwaliteit/Richtlijnen]

In de richtlijn wordt geconcludeerd dat IGRA de bestaande diagnostiek voor actieve
tuberculose niet kan vervangen en dat een negatieve IGRA actieve tuberculose niet
uitsluit. Voor diagnostiek van latente tuberculose-infecties heeft de IGRA aanvullende
waarde.

Deze NVMM diagnostiekrichtlijn geeft adviezen voor de praktische uitvoering van de
IGRA testen in het laboratorium. De richtlijn gaat nader in op de interpretatie van
de afkappunten in verschillende subpopulaties en analyseert de invloed van vooraf-
gaande huidtesten op de resultaten van IGRA (“boosting”). Tot slot worden schom-
melingen van de IGRA waarden rond het afkappunt (‘wobbling around the cutoff
point”) bij serieel testen besproken met de noodzaak tot het rapporteren van kwan-
titatieve uitslagen. Daar waar er sprake is van overlap met deze richtlijn en die van
de CPT of er uit de literatuur verschillende opties mogelijk waren, is gekozen om de
CPT richtlijn zoveel mogelijk te volgen.

Na de totstandkoming van deze aanbevelingen werd duidelijk dat een nieuwe versie
van QuantiFERON-testen op de markt komt. Op dit moment zijn er geen gepub-
liceerde of gepresenteerde data over de performance van deze versie die in deze
richtlijn konden worden opgenomen.

Beschrijving van de verschillende testen

IGRA’s maken gebruik van de eigenschap van gesensitiseerde CD8+ en CD4+ T- lym-
focyten om interferon gamma (INF-y) af te geven, indien gestimuleerd met synthe-
tische specifieke peptiden van specifieke leden van het Mycobacterium tuberculo-
sis-complex. Zij meten expositie met M. tuberculosis, maar niet met M. bovis BCG.
Alleen in M. kansasii, M. szulgai, M. marinum, en M. riyadhense zijn genen aange-
toond die kruisreactiviteit kunnen geven (van Ingen, 2009). Gezien de overeenkom-
stige ziektebeelden en de frequentie van voorkomen heeft dit vooral klinische impli-
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caties voor infecties met M. kansasii (Arend, 2005). De T-SPOT.TB meet de aantallen
reactieve lymfocyten in de fractie perifere mononucleaire bloedcellen (PBMC), de
QuantiFERON-TB meet de concentratie van vrijgekomen INF-y in supernatant van
volbloedkweek. Beide testen zijn goedgekeurd door de FDA en hebben een Europese
CE (Conformité Européenne) markering.

QuantiFERON-TB Gold In-Tube assay

De QuantiFERON-TB Gold In-Tube assay (QFT-GIT; Cellestis Ltd, Australia/Qiagen
GmbH, Germany; Ref: Cellestis, 2007), is de vervanger van de QuantiFERON-TB Gold
assay. Voor de QFT-GIT dient in 3 verschillende buisjes 1 mL bloed te worden afge-
nomen die alleen heparine (negatieve of Nil-controle)of heparine, dextrose en phy-
tohemagglutinin (PHA, positieve of mitogen controle) of heparine, dextrose en M. tu-
berculosis antigenen bevatten. Deze antigenen bestaan uit een mix van synthetische
peptiden ESAT-6, CFP10 en TB7.7 (Rv 2654, peptide 4) in één buisje. Na menging
van antigeen en bloed worden de buisjes zo snel mogelijk en binnen 12-16 uur in
een incubator bij 37 °C geplaatst. Na 16-24 uur rechtop staand incuberen worden de
buisjes gecentrifugeerd. De INF-y-concentratie in het plasma kan vervolgens worden
bepaald met een ELISA. Voor de QFT-GIT hanteert de fabrikant een afkapwaarde van
0,35 1U/ml.

T-SPOT.TB assay

De T-SPOT.TB (T-SPOT, Oxford Immunotec, UK; Oxford Immunotec, 2009) meet het
aantal IFN-y producerende T-cellen na stimulatie met peptiden van M. tuberculosis
antigenen ESAT-6 en CFP-10, en is gebaseerd op de ELISPOT assay. Uit gehepa-
riniseerd volbloed worden eerst witte bloedcellen geisoleerd, meermalen gewassen,
geteld, en vervolgens wordt een vooraf bepaald aantal cellen bij 37 °C geincubeerd
in kweekmedium met of zonder antigeen. Na 16-24 uur incuberen wordt de test
voltooid door het wassen van de platen en het kleuren van gebonden INF-y. De test
geeft een apart resultaat voor reacties op ESAT-6 en CFP-10 en bevat altijd een pos-
itieve controle. Voor de T-SPOT is de afkapwaarde 6 spots meer dan in de negatieve
controle.

“Indeterminate” of onbepaalde uitslagen kunnen in beide testen ontstaan door een
hoge achtergrondreactie in de negatieve controle, door een lage respons in de posi-
tieve controle buis of door ondeskundige behandeling van het monster (zie Tabel 9.1)

Deelvragen

1. Welke testcondities zijn van invloed op de uitslag van een IGRA?
Wat is de testvariatie van de IGRA?
Wat is de optimale afkapwaarde bij het gebruik van IGRA’s in Nederland?
Wat is de definitie van een con- en reversie bij serieel testen met IGRA?
Heeft vermelding van kwantitatieve uitslagen meerwaarde?

e WwN
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Tabel 9.1 definities van een indeterminate uitslag
M. tuberculosis antigeenbuis “m
QFT-GIT in- <0,35 IU/ml <8,0 IU/ml <0,5 IU/ml
clusief Mito- >0,35 IU/ml en <25% van de Nil <8,0 IU/ml <0,5 IU/ml
gen Alle waarden >8.0 IU/ml Alle waarden
QFT-GIT ex-
clusief Mito- Alle waarden >8.0 IU/ml -
gen
<6 en <6 <10 <20
5, 6 of 7 en <5 <10 >20
T-SPOT
<5 en 5,60f7 <10 >20
Alle waarden >10 Alle waarden

Selectiecriteria literatuur (Tot en met december2014)

(“interferon-gamma release tests”[MeSH Terms] OR (“interferon-gamma”[All Fields]
AND “release”[All Fields] AND “tests”[All Fields]) OR “interferon-gamma release
tests”[All Fields] OR (“interferon”[All Fields] AND “gamma”[All Fields] AND “re-
lease”[All Fields] AND “assay”[All Fields]) OR “interferon gamma release assay”[All
Fields]) AND (“tuberculosis”"[MeSH Terms] OR “tuberculosis”[All Fields]) AND (hasab-
stract[text] AND (*1990/01/01"[PDAT] : “2013/12/31”[PDAT]) AND “humans”[MeSH
Terms])

Samenvatting van de literatuur per zoekvraag

1. Welke condities zijn van invioed op de uitslag van een IGRA ?

De QFT-GIT is een test op volbloed. Het aantal lymfocyten in een volbloedbloedmon-
ster kan variéren, hetgeen kan bijdragen aan de testvariatie. De T-SPOT corrigeert
voor aantallen PBMC door het monster te verdunnen op basis van een celtelling. Dit
kan vooral belangrijk zijn in immuungecompromitteerde patiéntenpopulaties, waar-
bij lage lymfocyten aantallen de testresultaten kunnen beinvioeden (Karam, 2008;
Rangaka, 2007).
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Terwijl de tuberculine huidtest (THT) maar vijf meetmomenten vergt om tot een re-
sultaat te komen (bepaling van het PPD-volume om te injecteren, de diepte van de
injectie, de tijd van injectie de tijd tot aflezen en de meting van de induratie) vergt de
QFT-GIT op zijn minst 126 meetmomenten tot de uitslag (Powell, 2011). Met zoveel
metingen en handelingen is het makkelijker te begrijpen dat technische fouten kun-
nen ontstaan.

Een lage mitogen controle (<0,5 IU/ml) en verhoogde INF-y spiegels in de Nil con-
trole (bijv. >0,7 IU/ml) kunnen ontstaan door fouten in het productieproces. Deze
invloeden vallen buiten het bestek van dit hoofdstuk. In de volgende paragrafen
worden variabelen in patiénten(-populaties), tijd tot incubatie, incubatie parameters
(duur en temperatuur) en overige variabelen beschreven.

Hoge Nil-waarden (4,4%), lage mitogen waarden (2,4%) en lage antigeen responsen
(0,8%) komen regelmatig voor, maar worden in minder dan 25% van de gevallen op-
nieuw gevonden bij herhaling van de test op een nieuw bloedmonster (Powell, 2011).

Er is meer literatuur over de effecten van condities op de testprocedures bij de QFT-
GIT dan bij de T-SPOT.

De IGRA’s zijn complexe testen met veel handelingen die de testre-

Niveau 3 .

sultaten kunnen beinvioeden.

Hoge Nil-waarden, lage mitogen waarden en lage antigen respon-
Niveau 3 sen komen regelmatig voor, maar worden in minder dan 25% van

de gevallen opnieuw gevonden bij herhaling van de test op een
nieuw bloedmonster

Overige overwegingen
Geen

Aanbevelingen

Volg de richtlijnen voor interpretatie van de fabrikant. Er zijn echter aanwijzingen
dat bepalingen met te lage INF-y metingen in de mitogen controle (<0,5 IU/ml)
of verhoogde INF-y spiegels in de Nil controle moeten worden geinterpreteerd als
indeterminate ongeacht de gemeten respons tegen de M. tuberculosis antigenen.
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Aanbevelingen

De werkgroep beveelt aan dat bij een patiént zonder bekende immuunstoornis en
met een indeterminate uitslag de IGRA wordt herhaald met hulp van een nieuw
afgenomen bloedmonster.

Gebruik standaardcommentaren om de aanvrager te helpen de uitslag te interpre-
teren

Een positieve IGRA test wijst op een doorgemaakte infectie
Antigen positief met M. tuberculosis. De test is niet geschikt om actieve tu-
berculose aan te tonen dan wel uit te sluiten

In de positieve controlebuis is onvoldoende interferon-gam-
Mitogen <0,5 ma productie gemeten. De IGRA kan niet worden geinterpre-
teerd en dient te worden herhaald

Vanwege een testwaarde die dicht tegen het afkappunt van
0,2< Antigen <0,35 de test ligt, adviseert de werkgroep om bij de patiént na
IU/mil 4 weken opnieuw een IGRA af te nemen in geval van een

patiént.

Let op: uit meerdere studies is gebleken dat een IGRA van
0,35< Antigen <0.7 een gezondheidsmedewerker met een testwaarde net boven
IU/ml  bij serieel het afkappunt (>0,35 IU maar <0,7 IU) niet zonder meer
testen als positief moet worden geinterpreteerd. Advies: verwijzing

tuberculosedeskundige

Patiéntvariabelen die de testresultaten kunnen beinvioeden

Het is belangrijk te beseffen dat een positieve respons tegen phytohemagglutinine
betekent dat er T-cellen aanwezig zijn die in staat zijn tot productie van INF-y; dit
geeft geen uitsluitsel over de respons tegen de geselecteerde M. tuberculosis com-
plex specifieke antigenen, vooral niet bij immuungecompromitteerde patiénten.

In de meeste studies waarin de IGRA is verricht bij immuungecompromitteerde
patiénten (zowel HIV als andere redenen van immuunsuppressie) met actieve TB zijn
de resultaten niet gestratificeerd voor immuunstatus en is vergelijking met immuun-
competente individuen niet mogelijk.

In een studie naar de waarde van de T-SPOT voor de diagnose actieve tbc in
HIV-patiénten waarbij wel is gestratificeerd op basis van CD4+-aantallen (Clark,
2007) was de sensitiviteit van de T-SPOT in patiénten met CD4+-aantallen/ul van
<300, <200 en <100 respectievelijk 95,4%, 92,9% en 87,5%. De specificiteit was
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100% in alle groepen. De patiéntenaantallen waren klein en toonden geen signi-
ficante verschillen aan. In een Zambiaanse studie was een lage CD4+ telling bij
HIV-positieve TB patiénten geassocieerd met zowel “indeterminate” resultaten als
fout-negatieve resultaten (Raby, 2008).

De sensitiviteit en specificiteit van de T-SPOT voor de diagnose actieve TB bij chro-
nische dialyse patiénten in Taiwan waren 91,7% en 64,7% (Lai, 2009). In Zuid-Ko-
rea (Kim, 2009) is de prestatie van de T-SPOT voor de diagnose extrapulmonale TB
vergeleken bij immuuncompetente en immuungecompromitteerde patienten (HIV,
longkanker, levercirrhose, chronisch nierfalen en immuunsuppressieve therapie). De
sensitiviteit en specificiteit (95% CI) van de T-SPOT waren 96% (87-100) en 64%
(51-76%) in immunocompetente patiénten en 88% (68-97%) en 69% (51-83%)
voor immuungecompromitteerde patiénten. De auteurs vonden dus geen verschil
voor beide groepen (p=0.32). De lage specificiteit in bovenstaande studies wordt
waarschijnlijk verklaard door het grote aantal personen met een LTBI, zonder actieve
ziekte.

In vitro data laten zien dat de aanwezigheid van adalimumab, in concentraties die te
verwachten zijn bij therapeutisch gebruik, de INF-y concentraties op een dosis-af-
hankelijke wijze significant reduceren (p< 0,05) (Sauzullo, 2013).

Rokers uit zowel Denemarken als Tanzania hadden een lagere IFN-y antigeen re-
spons (mediaan 0,9 vs. 4,2 IU/ml, p = 0,04 en 0,4 vs. 1,6, p < 0,01), minder pos-
itieve (50 vs. 86%, p = 0,03 en 48 vs. 75%, p < 0.01) en meer fout-negatieve (45
vs. 0%, p < 0,01 en 26 vs. 11%, p = 0,04) QFT resultaten. In patiénten uit Tanzania
liet logistische regressieanalyse gecorrigeerd voor geslacht, leeftijd, HIV-status en
alcoholgebruik een associatie zien met fout-negatieve (OR 17,1, CI: 3,0-99,1, p <
0,01) en “indeterminate” QFT resultaten (OR 5,1 CI: 1,2-21,3 p = 0,02). Roken van
sigaretten is dus geassocieerd met foutnegatieve en “indeterminate” IGRA resulta-
ten in zowel hoog- als laag-endemische landen voor tuberculose onafhankelijk van
HIV-status (Aabye, 2012).

Bij de periodieke screening met de THT zonder duidelijke risicomomenten voor in-
fecties met M. tuberculosis zijn omslagen van negatief naar positief beschreven, die
verklaard worden door “boosting”. Als ex-vivo test kunnen herhaalde IGRA’s elkaar
niet boosten maar een THT langer dan zeven dagen voor afname van de IGRA kan
dat wel (van Zyl-Smit, 2009a). Leyten et al. (Leyten, 2007) hebben dit ook in een
Nederlandse studie beschreven maar geen “boosting” van de QFT-GIT gevonden bij
het aflezen binnen 3 dagen na een voorafgaande THT. In enkele in het verleden THT-
positieve individuen werd door de THT een pre-existente INF-y respons opgewekt.
Ook een andere studie concludeerde dat de THT de uitkomst van een latere IGRA in
een THT-negatieve populatie niet beinvloedt, maar de INF-y respons kan “boosten”
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in een populatie die wel is gesensibiliseerd tegen tuberculoseantigenen maar initieel
niet gedetecteerd wordt met een IGRA (Sauzullo, 2011). Hoewel dit voornamelijk
gebeurt bij IGRA-positieve individuen, kan dit ook voorkomen bij IGRA-negatieve
gevallen. De THT lijkt de IGRA pas na 3 dagen te kunnen beinvloeden en dit boost-
ing-fenomeen kan mogelijk enkele maanden aanhouden (van Zyl-Smit, 2009b). Er
is veel voor te zeggen om in geval van screening op LTBI bij immuungecompro-
mitteerde patiénten of screening voorafgaand aan immuunsuppressieve therapie de
sensitiviteit en specificiteit te optimaliseren door een combinatie van de THT en een
IGRA (Whitworth, 2012)

Screening op tuberculose voordat therapie met anti-TNF-alfa wordt gestart bij
patiénten met reumatische ziektebeelden wordt steeds vaker toegepast. Het exacte
screeningsalgoritme is controversieel. In de review van Winthrop et al. (Winthrop,
2012) bleek de meeste studies klein en de uitkomsten variabel. Het is niet duidelijk of
IGRAs betere resultaten geven dan huidtesten bij deze patiénten, doch zij stellen een
algoritme voor met beide testen. Zie hiervoor verder de NVALT statement (2014).

Er lijkt geen significant effect op de IGRA uitslag te zijn van kinderleeftijd (Pavic,
2011), van de in vitro aanwezigheid van tuberculostatica binnen het bereik van
therapeutische concentraties (Sauzullo, 2009) en hemodialyse (Hoogewerf, 2011).

Verschillende patiéntvariabelen op het moment van afname heb-
ben een effect op de hoogte van de IGRA uitslag, zoals verminderd

Niveau 2 CD4+-aantal bij HIV-infectie, medicatie (corticosteroiden, TNF-a
blokkers), roken en voorafgaande THT test (vanaf 3 dagen na in-
jectie). (B)

THT beinvioedt de uitkomsten van opvolgende IGRA’s niet bij niet
blootgestelde individuen, maar kan een INF-y respons boosten bij
individuen gesensibiliseerd tegen M. tuberculosis antigenen die
niet eerder met behulp van een IGRA zijn geidentificeerd. (A2)

Niveau 2

Overige overwegingen
Geen
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Aanbevelingen

De werkgroep beveelt aan om IGRA testen in het kader van contactonderzoek of
periodieke screening binnen 3 dagen na het zetten van een THT uit te voeren om
“boosting” te voorkomen.

Bij screening op LTBI bij immuungecompromitteerde patiénten of screening vooraf-
gaand aan immuunsuppressieve therapie kan worden overwogen om een IGRA
meer dan 3 dagen na een THT af te nemen om de sensitiviteit te verhogen.

Condities tot incubatie in het laboratorium

De fabrikant van de QFT-GIT beveelt aan om de testbuizen zo snel mogelijk, maar
uiterlijk binnen 16 uur na afname te incuberen bij 37 °C. Tot incubatie dienen de
buizen te worden bewaard bij kamertempertuur.

Een vertraging van zes en twaalf uur veroorzaakt in respectievelijk 19% (5/26) en
22% (5/23) fout-negatieve testresultaten (Doberne, 2011). Deze verschillen bena-
drukken de noodzaak tot standaardisatie van het preanalytisch proces van de Quan-
tiferon. Soortgelijke uitkomsten zijn gevonden in studies waarbij een vertraging van
een tot vier uur tot incubatie leidde tot een significant lager aantal INF-y produc-
erende cellen. (Doherty, 2005; Hanekom, 2004; Smith, 2009). Onmiddellijke incu-
batie heeft ook een positieve invioed op de INF-y waarde in de mitogen controlebuis
en resulteert daarom in een lager aantal indeterminate uitslagen (Herrera, 2010;
Shanaube. 2010). Vertraging in incubatie van zes en twaalf uur leidde in respectie-
velijk 10% (2/20, p=0,10) en 17,1% (7/41, p=0,01) van de testen tot indeterminate
resultaten. Deze toename van indeterminate resultaten was direct het gevolg van
een afname van gemiddelde waarden voor de mitogen-Nil bij vertraagde incubatie
voor zes uur (p=0,004) en twaalf uur (p<0,001). (Herrera, 2010)

Snelle incubatie kan worden gerealiseerd door een incubator op de afnamelocatie of
een mobiele incubator. Recentelijk is de toepassing van een draadloze en draagbare
incubator geévalueerd voor QFT-GIT bloedbuizen (Dominguez, 2010).

In een studie met 158 deelnemers hadden patiénten met een bloedafname in de
avond vaker een positieve QFT-GIT dan patiénten met een bloedafname in de och-
tend (p=0,06). De respons tegen M. tuberculosis-antigenen was significant hoger
(p=0,006) bij bloedafname in de avond, vergeleken met de ochtend (Mazurek, 2012).

Volgens de handleiding van de fabrikant is de standaard QFT-GIT Vacutainer gekali-
breerd om tussen de 0.8 en 1.2 ml bloed op te nemen tussen zeeniveau en 1000m
hoogte. In een studie van Gaur et al. (Gaur, 2013) bleek het gemiddelde bloedvolume
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bij 30 patiénten voor de Nil buis 0,923 ml (0,785-1,0 ml, coéfficiént of variation
5,8%) en voor de TB-antigenbuis 0,930ml (0,810-1,010ml, CV 4,7%). De gemiddel-
de IFN-y TB respons (TB antigen minus negatieve controle) bleek significant hoger
indien alle QFT-GIT buisjes waren gevuld met 0,8 ml bloed (1,04 IU/ml) vergeleken
met 1,0 ml (0,85 IU/ml; P=0,002) of 1,2 ml (0,49 IU/ml; P<0,001) bij patiénten met
LTBI. Vergeleken met 0,8 ml (11,8%), was er een groter aantal fout-negatieve resul-
taten met 1,0 ml (29,4%; P=0,2) en 1,2 ml (41,2%; P=0,05). Bij niet-geinfecteerde
controles had bloedvolume geen effect op het aantal positieve IGRAs.

Door schudden met behulp van een vortexmixer versus handmatig schudden direct
na afname van de testbuizen daalde het aantal indeterminate resultaten significant
(p=0,02) van 11% (168/1528) naar 7,9% (61/773) (Miranda, 2009).

In vergelijking met zwenken volgens de handleiding van de fabrikant van QFT-GIT
buizen, was na 10 seconden handmatig schudden de gemiddelde INF-y resultaten
verhoogd in de negatieve controle (0,04 versus 0,06 IU/ml; P<0,001) en TB-anti-
geenbuis (0,12 versus 0,24 IU/ml; P=0,004). Het aantal positieve IGRAs was niet
significant verschillend tussen zwenken (32,5%) en hard schudden (35%). Verschil
in zwenken of schudden tussen de negatieve controle en TB-antigeenbuis had een
significant effect op het aantal positieve IGRAs (Gaur, 2013).

Een vertraging tot incubatie van langer dan 4 uur na afhame heeft
een significant nadelig effect zowel op de TB-antigeentest als de
positieve controle met als gevolg een grotere testvariatie en een
hoger percentage indeterminate uitslagen (A2)

Niveau 1

Een bloedafhame in de avond leidt tot een hogere percentage posi-
Niveau 3 tieve uitslagen van de QFT-GIT dan een bloedafname de volgende
ochtend bij dezelfde patiénten (B)

QFT-GIT bloedbuizen gevuld met 0,8 ml bloed gaf de hoogste pro-

Niveau 3 portie positieve uitslagen in vergelijking met andere volumina (A2)

het gebruik van een vortexmixer of krachtig schudden leidt tot een

Niveau 3 Lo . . . .
significante reductie van indeterminate uitslagen (B)

Overige overwegingen
Geen
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Aanbevelingen

De werkgroep geeft ter overweging om QFT-GIT buizen direct na afname te incu-
beren om het percentage indeterminate uitslagen te minimaliseren. De werkgroep
beveelt aan om samples waarbij meer dan 16 uur verstreken is tussen afname en
start incubatie in principe niet te analyseren.

De werkgroep geeft ter overweging om in geval van verzending van een QFT-GIT
naar een extern laboratorium bij een langere transporttijd dan 4 uur tot incubatie
de QFT-GIT buizen decentraal te incuberen.

De werkgroep geeft ter overweging om de QFT-GIT buizen voor incubatie krachtig
te schudden en waar mogelijk een vortex mixer te gebruiken.

Incubatiecondities

Een Nederlandse studie onder proefpersonen met een meer of minder recente THT
omslag tijdens contactonderzoek of screening van hoog-risico groepen, laat zien dat
in vergelijking met een zesdaagse incubatie, van een PBMC celkweek, incubatie over-
nacht van de QFT-GIT en ELISPOT minder positieve testen oplevert (Leyten, 2007a).
Dit wordt bevestigd door het onderzoek van Sauzullo (Sauzullo, 2009). Uit de resul-
taten blijkt dat de immuunrespons tegen elk van de antigenen significant hoger was
na zes dagen incubatie dan na incubatie overnacht (p= 0,004 voor rRD1 en p= 0,005
voor PPD). Recent is het verschil in INF-y respons met de QFT-GIT na 16, 20 of 24
uur niet significant gebleken (Gaur, 2013). Dit suggereert dat dit verschil niet na uren
maar pas na dagen tot uiting komt.

Door de incubatietemperatuur te verhogen naar 39°C waren IFN-y en IP-10 waarden
bij tuberculosepatiénten respectievelijk 4,1- en 3,4-voudig verhoogd ten opzichte
van incubatie bij 37°C (P < 0,001) (Aabye, 2011). Deze onbevestigde resultaten
suggereren dat incubatie bij 39°C de immuunrespons na antigeenstimulatie en het
aantal positieve testresultaten verhoogd.

Volgens de handleiding van de fabrikant kan de QFT-GIT direct na stimulatie met de
M. tuberculosis antigenen worden uitgevoerd of met bewaard plasma (bij 4°C tot 1
maand of bij -80°C gedurende een langere tijdsperiode, niet gespecificeerd). Het
is onderzocht dat deze uitgestelde bepaling de testresultaten niet significant bein-
vloeden (Detjen, 2009). Dit komt overeen met de resultaten van een andere studie
waarbij met één week tussentijd monsters zijn getest die bij 4°C werden bewaard

(Veerapathran, 2008).
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Incubatie bij 39 graden versus 37 graden geeft mogelijk hogere

Niveau 3 . .
TB-antigeenuitslagen (B)

Het opslaan van geincubeerd plasma bij 4 graden tot 1 week heeft
Niveau 2 geen significant nadelig effect op de testwaarden ten opzichte van
direct testen (A2)

Overige overwegingen
Geen

Aanbevelingen

De werkgroep beveelt aan om de instructies van de fabrikant over de incubatieduur
te volgen.

Het dagelijks beoordelen van de temperatuurregistratie van de incubatiestoof en
het afkeuren van testen met een waarde 0,2<x<0,7 IU/ml indien de temperatuur
te laag is geweest.

De werkgroep beveelt aan om de instructies van de fabrikant over de opslagduur
en —omstandigheden te volgen.

Overige condities

Hoewel het precieze mechanisme achter de afname van betrouwbare resultaten
door vertraging in incubatie niet is opgehelderd, hebben verschillende onderzoekers
het gebruik van een T-cel stabilisator (T-cell Xtend TM) geévalueerd voor verlengde
houdbaarheid (tot 48 uur bij kamertemperatuur) van gehepariniseerd volbloed voor
de T-spot.TB (Lenders, 2010; Wang, 2010; Bouwman, 2012; Wang, 2012; Talbot,
2012). Dit blijkt mogelijk zonder significant verlies van sensitiviteit en leidt tot een
reductie van “indeterminate” uitslagen.

T-cell Xtend maakt verlenging van de tijd tot incubatie van de
Niveau 1 T-SPOT.TB test mogelijk tot 48 uur zonder verlies van sensitiviteit
en met een reductie van “indeterminate” uitslagen (A2)
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Overige overwegingen
Geen

Aanbeveling

De werkgroep beveelt aan bij een transportduur tot incubatie van 8-48 uur T-cell
Xtend te gebruiken voor de T-SPOT.TB.

2. Wat is de testvariatie van de IGRA?

De handleidingen van beide IGRA’s geven geen informatie over de variatie van een
positieve respons, vooral rondom de afkapwaarde. De testvariatie is een combinatie
van de “repeatability” (het herhalen van de test op hetzelfde monster in hetzelfde
laboratorium onder identieke omstandigheden), de “reproducibility” (herhalen van
de test op hetzelfde monster in een ander laboratorium) en de “within-person varia-
bility” (het herhalen van de test bij één persoon op verschillende momenten). De
testvariatie zou volgens de literatuur niet groter moeten zijn dan 20% voor elk type
immunoassay. (Lock, 2006).

Repeatability

IGRA testen zijn ontworpen als eenmalige individuele testen en lenen zich derhalve
slecht voor een evaluatie van het herhalen van dezelfde test op hetzelfde monster in
hetzelfde laboratorium onder identieke omstandigheden. Dit geldt ook voor het her-
halen van de test op hetzelfde monster in een ander laboratorium. De gegevens zoals
aangeleverd door de fabrikant aan de Federal Drug Administration (FDA) vertonen
een hoge “repeatability”; de coefficient of variation (CV) was slechts 8% (Celles-
tis, 2006). Veerapathan (Veerapathran, 2008) vond een uitstekende overeenkomst
in dichotome testresultaten (pos-neg) tussen twee testen die op dezelfde afnames
waren uitgevoerd: van 54 van de 56 monsters kwamen de hertest resultaten overeen
(k=0,94). Discordantie werd voornamelijk gevonden in waarden rond de cutoff. Hier-
bij werden zowel afnames als toenames geconstateerd. Als naar de absolute waarden
werd gekeken, bleek er een tendens van hogere INF-y uitslagen in de hertest dan in
het originele monster te bestaan. Personen met een negatieve QFT-GIT uitslag ble-
ven over het algemeen negatief, terwijl bij de positieve resultaten meer variatie over
de tijd werd waargenomen.

Testvariatie is nog recenter beschreven voor de GFT-GIT. Men vond wederom een
CV van 8% discordante uitslagen bij herhalen van de QFT-GIT op hetzelfde mon-
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ster onder identieke omstandigheden (“repeatability”) en variatie in uitslagen tot
+/- 0,24 IU/ml in het “grijze gebied” tussen 0,25-0,80 IU/ml en +/- 0,60 IU/ml voor
alle testresultaten. Kortom, wederom dichotome omslagen positief naar negatief of
omgekeerd voornamelijk rond het afkappunt van 0,35 IU/ml. De auteurs concluderen
dat “positieve” QFT-GIT uitslagen tussen 0,35-0,60 IU/ml bij enkelvoudige testen
kritisch moeten worden beoordeeld (Metcalfe, 2013).

Reproducibility

Whitworth et al. (Whitworth, 2012) vonden een CV van 7,7% discordantie bij her-
testen van het zelfde monster in verschillende laboratoria. Een grotere variabiliteit
tussen verschillende laboratoria was geassocieerd met handmatige data invoer en
hogere IFN-y waarden. Handmatige invoer van gegevens zou volgens deze auteurs
moeten worden vermeden. Een strikte naleving van de standard operation proce-
dures (SOP) leidde volgens Tuuminen (Tuuminen, 2010) tot een verbetering van de
testvariatie. De totale onnauwkeurigheid van T-SPOT en op ELISA gebaseerde IGRAs
was maximaal 37,8% voor de monsters met matige en hoge reactiviteit.
Analytische fouten door variabiliteit in aflezers tussen verschillende laboratoria is
eveneens onderzocht in Nederlands onderzoek en hieruit bleek het vooral een pro-
bleem van de T-SPOT.TB en niet zozeer van de GFT-GIT (Franken, 2009).

Within-person variability
In de literatuur is wel veel informatie voorhanden over het herhalen van de test bij
één persoon op verschillende momenten. Hieronder volgt een overzicht uit de lite-
ratuur en de conclusies en aanbevelingen hieruit. Grotere test variatie kan worden
verwacht bij verschillende batches van testen en reagentia, verschillend personeel,
instrumenten en laboratoria en bij serieel testen bij grotere verschillen in tijdstippen.
Deze uitkomsten worden gesteund door eerder onderzoek (A2; Pai, 2006, van Zyl-
Smit, 2009a, Herrmann, 2009, Ringshausen, 2011).
Bij de introductie van de QFT-GIT in Vietnam is een grote within-person variability
aangetoond die significant geassocieerd bleek met zowel de persoon die bloed afnam
als de analist die de test uitvoerde. Na een interventie, die bestond uit:

1. herzien van alle procedures van bloedafname en ELISA-test,

2. herzien en aanscherpen van standaard procedures,

3. nazien van de ELISA-machines,

4. ontwikkeling van een checklist voor controle,
was de “within-person variability” significant afgenomen (P < 0,0001) en de fout-
variatie niet langer afhankelijk van het laboratoriumpersoneel. (Hang, 2009).
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Totale Testvariatie
Bij serieel uitvoeren van IGRA testen kunnen interpretatie-problemen vooral optre-
den bij uitslagen rond de afkapwaarde. In een grote studie met 8 seriéle IGRA testen
in minder dan 3 maanden, gecombineerd met een THT, beschreven Van Zyl-Smit et
al (van Zyl-Smit, 2009a) het fenomeen van “zwabberen rond het afkappunt” (*wob-
bling around the cutoff”), dat wil zeggen het optreden van “spontane” of “test-inhe-
rente” conversies en reversies. Hierdoor lijkt er een grijs gebied rond het afkappunt
te bestaan (de “borderline” of “uncertainty” zone) waarin door spontane variatie de
interpretatie van de IGRA uitslagen is bemoeilijkt. Dit grijze gebied wordt vaak ge-
definieerd als tussen 0,20 IU/ml en 0,70 IU/ml (Ringshausen, 2010; Schablon, 2010
Torres Costa, 2011; Fong, 2012). De conversies en reversies lijken vaker op te treden
bij de IGRA vergeleken met de THT en er zijn verschillende verklaring gesuggereerd:

1. de T-"effector” cellen van de IGRA zouden gevoeliger zijn voor variatie dan de

T-"memory” cellen van de THT,

2. variatie in laboratorium en test procedures (bijvoorbeeld tijd tot incubatie),

3. spontane eliminatie van de LTBI of

4. cyclische expressie in tijd van antigenen door M. tuberculosis (Pai, 2007).

Hoe dienen periodieke IGRA uitslagen te worden geinterpreteerd in dit grijze gebied?
Allereerst is er de discussie wat een “LTBI"” eigenlijk is. Het is op zijn best een “blij-
vende M. tuberculosis immuun respons” en niet noodzakelijk een echte latente infec-
tie met levende micro-organismen en het potentiéle risico om de ziekte tuberculose
te ontwikkelen (Schablon, 2010). Vervolgens komt de vraag dat wanneer herhaalde
IGRA uitslagen instabiel kunnen zijn wat dan de definitie van een IGRA conversie
en IGRA reversie is. Pai et al. (Pai, 2006) beschrijven dat conversie van < 0,20 IU/
ml naar > 0,50 IU/ml het best past bij een “echte” LTBI. Andere auteurs hanteren
dezelfde ondergrens maar stellen dan weer dat conversie van < 0,20 IU/ml naar >
0,70 IU/ml het best past bij een “echte” LTBI bij gezondheidswerkers (Torres Costa,
2010). Ook de door de fabrikant vastgestelde ondergrens wordt beschreven in de lite-
ratuur: conversie van < 0,35 IU/ml naar > 0,70 IU/ml past het best bij een “echte”
LTBI (van Zyl-Smit, 2009a; Ringshausen, 2010). Sommige auteurs stellen al dat
een waarde van > 1,0 IU/ml is suggestief voor “echte” LTBI bij gezondheidswerkers
(Fong, 2012). Hoge IGRA waarden zouden een betere positief voorspellende waarde
hebben voor progressie van LTBI naar de ziekte tuberculose (Andersen, 2007; Diel,
2008).

Een recente studie onder 9.153 gezondheidswerkers in de Verenigde Staten con-
cludeerde dat het afkappunt van 0,35 IU/ml tot een overschatting van het aantal
conversies leidt. Om een vergelijkbare proportie omslagen te krijgen als in het ver-
leden met de THT zou de cutoff significant opgehoogd dienen te worden, tot wellicht
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5,3 IU/ml (Slater, 2013). Het verhogen van het afkappunt zal de sensitiviteit voor
de detectie van werkelijk geinfecteerde patiénten verlagen, maar dit moet worden
gezien in de context van een kans om ziek te worden na een LTBI van ten hoog-
ste 10% bij immuuncompetente gezondheidswerkers. Tenslotte wordt voorgesteld
om voor IGRA uitslagen een risicostratificatie met betrekking tot het afkappunt te
gebruiken in analogie aan de THT waar voor hoog, gemiddeld en laag risico respec-
tievelijk afkappunten van 5mm, 10mm en 15 mm werden gehanteerd (Mancuso,
2013). Recent is een samenvatting verschenen van een meeting in Atlanta van een
groep Amerikaanse experts over de variatie rond het afkappunt bij de toepassing van
seriéle IGRA testen (Daley, 2013). Er bestaat grote behoefte aan nationale richtlijnen
om de onverwacht grote hoeveelheid positieve IGRA resultaten bij serieel testen in
laag-risico populaties goed te begeleiden en effectief te onderscheiden van recent
geinfecteerde personen. Onlangs is in Nederland een richtlijn verschenen met be-
trekking tot het screenen van ziekenhuismedewerkers, maar deze behandelt met
name de indicatiestelling voor periodiek onderzoek op LTBI. In het NVMM Tijdschrift
voor Medische Microbiologie zijn de controversen rondom screening van gezond-
heidswerkers nog recenter beschreven (van Hest, 2014).

Manuale dataverhandeling is geassocieerd met grotere interlabora-

-
Nl & toriumvariabiliteit (reproducability)

Het is aangetoond dat zowel analisten als testprocedure significant

Niveau 3 bijdragen aan “within-person variability”

Er bestaan nog steeds controversen bij de interpretatie van re-
sultaten rondom de afkapwaarde van de screening op LTBI. Verd-

Niveau 1 er onderzoek naar de betekenis van conversies en reversies van
de IGRAs, in het bijzonder testuitslagen rond het afkappunt, is
noodzakelijk.

Overige overwegingen
Geen
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Aanbevelingen

De werkgroep beveelt aan patiéntgegevens, testprocedures en uitslagverwerking te
automatiseren.

De werkgroep beveelt aan om alleen met daarvoor aangewezen en geautoriseerde
analisten een IGRA uit te voeren, stringent standaardprocedures na te leven en
checklijsten aan te leggen.

De werkgroep beveelt aan bij serieel testen in immuuncompetente volwassenen op
basis van de huidige literatuur het gebied van 0,20 IU/ml tot 0,70 IU/ml in de QTF-
GIT als grijs gebied te beschouwen waarbij rekening dient te worden gehouden met
mogelijke spontane conversie en reversie.

3. Is vermeldin_g kwantitatieve uitslagen van meerwaarde?

De IGRA richtlijn van de Centers for Disease Control and Prevention Guidelines wordt
aanbevolen dat klinische laboratoria naast kwalitatieve uitslagen ook kwantitatieve
uitslagen doorgeven (Mazurek, 2010). Een alternatief is om alleen kwantitatieve IGRA
resultaten door te geven zoals gebruikelijk bij de THT. Dit voorkomt de interpretatie
van de uitslag volgens algoritmen zonder daarbij de klinische context te overwegen.
Uit bovenstaande blijkt dat de interpretatie van IGRA uitslagen bij periodieke screen-
ing van gezondheidswerkers moet worden voorbehouden aan een (beperkte) groep
deskundigen met specifieke expertise met deze materie. Dit geldt overigens ook
voor het gebruik van IGRA bij contactonderzoek bij jonge kinderen (< 5 jaar oud),
pre-TNF-alfa blokkerende medicatie screening of pre-orgaantransplantatie screening.
In deze (klinische) context dient geen “uncertainty zone” te worden gehanteerd en
wordt “boosting” juist gestimuleerd om tot een maximale sensitiviteit van het onder-
zoek te komen.

Bij elke uitslag moet de mogelijkheid van overleg met een inhoudsdeskundige op het
gebied van IGRA en interpretatie van uitslagen worden geboden. Dit kan iemand op
het uitvoerende lab zijn, die evt doorverwijst naar een 'IGRA consulent’ binnen of
buiten de instelling.

Het doorgeven van kwantitatieve uitslagen naast kwalitatieve

Niveau 4 , . . .
uitslagen kan voor betere interpretaties leiden.
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Overige overwegingen
Geen

Aanbeveling

Laboratoria dienen een volledige IGRA uitslag te geven aan de aanvrager, dat wil
zeggen de absolute uitslag in IU/ml en niet alleen “positief” of “negatief”, waarbij in
geval van mogelijke immuunstoornissen de uitslag van de mitogenbuis bijdragend

IS.
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Organisatie en communicatie

De communicatie tussen behandelaar, laboratorium en GGD is bij tuberculose in
sommige opzichten complexer dan bij andere infectieziekten. Niet alle laboratoria
verrichten het hele diagnostische pakket van microscopie, PCR, directe moleculaire
resistentie, kweek, identificatie en fenotypische gevoeligheidsbepaling van M. tu-
berculosis. Landelijk (RIVM) zijn er faciliteiten om M. tuberculosis isolaten te laten
onderzoeken en te typeren (VNTR).

In sommige regio’s vindt een toenemende centralisering plaats van de diagnostiek
van tuberculose. Laboratoria die de diagnostiek, identificatie en gevoeligheidsbe-
palingen voor andere laboratoria verzorgen, melden hun bevindingen rechtstreeks
(telefonisch of via internet, maar altijd ook schriftelijk) aan het aanvragende labora-
torium. Hierbij is een principeafspraak dat het laboratorium waar pati€éntmateriaal als
eerste wordt aangeboden verantwoordelijk is voor communicatie met de inzenders
en de GGD. De eerste melding door het laboratorium aan de behandelaar van een
uitslag die op tuberculose wijst dient altijd telefonisch te geschieden. In principe is dit
bij een positieve M. tuberculosis complex PCR op patiéntenmateriaal, maar sommige
laboratoria geven een positief microscopisch preparaat al door.

Uitslagen die van een regionaal/centraal laboratorium komen zullen dus via het lokaal
laboratorium worden doorgestuurd naar de aanvragers en de GGD, zoals gevoelig-
heidsbepalingen en moleculaire uitslagen. Het lokale laboratorium kan het Nationale
Referentielaboratorium (RIVM) toestemming geven direct met de inzenders en GGD
te communiceren over uitslagen, zoals identificatie en gevoeligheidsbepalingen.

Genotyperingen (VNTR) en gevoeligheidsbepalingen, uitgevoerd door het RIVM
(zowel moleculair als fenotypisch), worden direct zowel aan de inzendende laborato-
ria als aan de GGD’en teruggekoppeld .

Wetgeving en melding
In de Wet publieke gezondheid (WPG, 2008) is de meldingsplicht van laboratoria van
infectieziekten geregeld in artikel 25, lid 2 t/m 5.

1. Onverminderd artikel 22 meldt het hoofd van het laboratorium de vaststel-
ling van een verwekker van een infectieziekte behorend tot groep A, B1, B2
of C aan de gemeentelijke gezondheidsdienst van de gemeente waarin de
arts die het onderzoek bij het laboratorium heeft aangevraagd zijn praktijk
heeft.

2. De melding bevat de volgende gegevens: de ziekteverwekker ,de naam van
de arts en de naam, de geboortedatum en het burgerservicenummer van de
betrokken persoon.
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3. Indien de melding betrekking heeft op een persoon die zijn verblijfplaats
heeft in een andere gemeente, geeft de gemeentelijke gezondheidsdienst
deze melding direct door aan de gemeentelijke gezondheidsdienst van de
verblijfplaats van de betrokkene.

4. Op verzoek van de gemeentelijke gezondheidsdienst zorgt het hoofd van het
laboratorium ervoor dat nader onderzoek wordt gedaan naar de ziektever-
wekker, en dat de gemeentelijke gezondheidsdienst van het resultaat op de
hoogte wordt gesteld.
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De wettelijke melding aan de GGD is de verantwoordelijkheid van het laboratorium
dat als eerste het patiéntmateriaal voor diagnostiek ontvangt.

GGD (mede)behandelaar
Bij de behandeling van een patiént met tuberculose is de GGD altijd ten minste als
medebehandelaar betrokken en heeft de laboratoriumuitslagen nodig voor:
¢ het bepalen van de besmettelijkheid van de patiént voor zijn (onmiddellijke)
omgeving;
e het ondersteunen en adviseren omtrent aanpassingen van de medicatie;
soms is de GGD zelf hoofdbehandelaar;
e de preventieve behandeling van geinfecteerden en eventuele primaire prof-
ylaxe;
e het vaststellen van de transmissieroutes
e De GGD heeft daartoe de volgende gegevens van de laboratoria nodig:
e patiéntmaterialen met een positieve PCR voor M. tuberculosis complex;
e de positieve resultaten van de directe microscopie;
e in overleg met het lokale laboratoria een gekwantificeerde uitslag van de
microscopie en/of NAAT;
e de resistentie-uitslagen; zowel de snelle moleculaire bepalingen als de con-
ventionele fenotypische testen (ongeacht waar deze zijn verricht)
e de VNTR-uitslagen van het RIVM.

De GGD die de melding ontvangt van een laboratorium over een nieuwe tubercu-
losepatiént laat het laboratorium weten naar welk (email)adres alle vervolguitslagen
van de betreffende patiént moeten worden gestuurd. Er wordt gestreefd naar één
centraal (e-mail)adres per regio, waarbij deze GGD (in de nabije toekomst het REC;
Regionale Expertise Centrum) de verantwoordelijkheid heeft voor het doorsturen van
de uitslagen naar de GGD waar de patiént is gemeld.
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Aanbevelingen

Het laboratorium meldt de eerste uitslag, die op tuberculose wijst, ook (indien van
toepassing) aan de tuberculose codrdinator van het ziekenhuis waar de arts die het
onderzoek bij het laboratorium heeft aangevraagd zijn praktijk heeft. Meestal is dit
bij een positieve M. tuberculosis complex PCR op patiéntmateriaal.
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Het laboratorium adviseert op de eerste uitslag die op tuberculose wijst, de arts die
het onderzoek bij het laboratorium heeft aangevraagd (wettelijke) aangifte te doen
bij de GGD en een HIV test te verrichten
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Kwaliteitscontrole

Het micro-organisme Mycobacterium tuberculosis is internationaal aangemerkt als
risicoklasse 3 (TLBM, 2012). Vanwege de kans op besmetting en op verspreiding
moet M. tuberculosis onder strikte veiligheidscondities worden gekweekt. De normen
voor deze veiligheidscondities zijn omschreven als BioSafety Levels (BSL); M. tuber-
culosis valt onder BSL-3 (TLBM, 2012; 1Gz, 2014). Wel kan onder BSL-2 condities
het patiéntmateriaal worden bewerkt en geént op kweekmedium en daarna naar een
BSL-3 laboratorium worden verstuurd voor kweek en verdere analyse (Werkgroep
TB-diagnostiek, 2012).

Om het kwaliteitsniveau van de diagnostische hulpverlening in stand te houden die-

nen laboratoria:

1. CCKL-geaccrediteerd te zijn en te voldoen aan de normen voor het veilig onder
BSL-3 condities werken met mycobacteriéle kweken (de Boer, 2010)

e Dit wordt gesteund door de NVMM. De 6 meest kritische normen worden
door alle MML's nageleefd

e Nederland kent een systeem van CCKL (Stichting voor de bevordering van
de kwaliteitsbeheersing op het gebied van laboratoriumonderzoek in de ge-
zondheidszorg)-accreditatie van laboratoria voor de medische microbiologie.
Uit het IGZ-onderzoek bleek dat van de MML's die M. tuberculosis complex
kweken slechts één MML niet was geaccrediteerd; deze had accreditatie wel
aangevraagd en dat is inmiddels (december 2014) toegekend.

2. Deel te nemen aan kwaliteitsrondzendingen (de Boer, 2010)

e Volgens het IGZ-onderzoek deden alle MML's die M. tuberculosis complex
kweken mee aan SKML (Stichting Kwaliteitsbewaking Medische Laboratori-
um-diagnostiek) en/of internationale rondzendingen van monsters ten be-
hoeve van kwaliteitscontrole. Van de 28 MML'’s, namen er 25 deel aan rond-
zendingen voor moleculaire tuberculosediagnostiek.

* Naast het RIVM zijn er een aantal MML's die ook fenotypische gevoeligheids-
bepalingen verrichten. Geen van deze MML's neemt deel aan rondzendingen
om de kwaliteit van de gevoeligheidsbepaling te bepalen.

e De uitkomsten van de rondzendingen van monsters zijn niet openbaar. De
inspectie vindt dat de MML's deze gegevens zelf openbaar moeten maken,
maar het NVMM bestuur deelt deze mening niet. De rondzendingen dienen
voor een kwaliteitsverbetering en niet voor kwaliteitsmeting.

3. Het (na-)scholingsniveau van het laboratoriumpersoneel te waarborgen (de Boer,
2010)
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4. Voldoende kwantiteit te hebben in diagnostische verrichtingen

Tijdens drie landenvisitaties, die elke vijf jaar in het veld van de Nederlandse
tbc-bestrijding worden uitgevoerd, werd door internationale review teams
opgemerkt dat het aantal MML's dat tuberculose laboratoriumdiagnostiek
verricht onevenredig groot is (WHO/ECDC, 2014).

In het IGZ-rapport staat dat een uitspraak moet worden gedaan over het
vereiste minimale aantal kweken per jaar dat een MML moet uitvoeren om
de kwaliteit van de tuberculosediagnostiek op peil te houden (1Gz, 2014).
Ook in het RIVM-NVMM rapport ‘Veilig werken aan betere kwaliteit” wordt
gesteld dat laboratoria voldoende kwantiteit in diagnostische verrichtingen
moeten hebben om het kwaliteitsniveau op peil te houden, waarbij gesteld
werd dat de ondergrens nog dient te worden vastgesteld (Werkgroep TB-di-
agnostiek, 2012). Inmiddels heeft de NVMM deze ondergrens bepaald.

Een handvat voor het vaststellen van die ondergrens is de studie van De
Boer et al. waarbij werd aangetoond dat laboratoria die jaarlijks minder dan
3000 monsters onderzochten significant vaker foutpositieve kweekresulta-
ten hadden (de Boer, 2002). De inspectie berekende dat 27 MML's minder
dan 3000 tuberculosekweken (8 minder dan 1000) verrichten; 6 MML's zet-
ten jaarlijks meer dan 3000 kweken in. De NVMM heeft geadviseerd om een
minimum vast te stellen van 375 kweken per jaar (NVMM, 2014).

Voorgestelde kwaliteitsnormen

Alle MML's die M. tuberculosis complex kweken, dienen een BSL-3 laboratorium te
hebben en CCKL-geaccrediteerd te zijn.

Alle MML's die M. tuberculosis complex kweken en moleculair detecteren met een
NAT, dienen deel te nemen aan SKML of internationale rondzendingen.

Alle MML’s die fenotypische gevoeligheidsbepalingen van M. tuberculosis complex
isolaten verrichten, dienen deel te nhemen aan rondzendingen om de kwaliteit van
deze gevoeligheidsbepaling te waarborgen.

Kweken op M. tuberculosis complex dienen alleen in MML's verricht te worden die
jaarlijks minimaal 375 M. tuberculosis complex kweken inzetten.
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Aanbevelingen - Microscopie

Aanbevelingen - Microscopie

De werkgroep raadt aan een fluorescentiekleuring op gedecontamineerd en gecon-
tamineerd respiratoir materiaal uit te voeren omdat dit de sensitiviteit van de mi-
croscopie verhoogd.

De werkgroep is van mening dat auramine-preparaten in zijn geheel moet worden
beoordeeld en adviseert bij microscopisch onderzoek altijd een positieve controle
mee te nemen en bij minder of gelijk aan drie preparaten ook een negatieve controle
Voor de beoordeling van een ZN-kleuring is 15 min (totaal 300 velden) gebruikelijk.

Met fluorochroom gekleurde preparaten dienen dezelfde dag nog beoordeeld te
worden omdat de fluorescentie-intensiteit snel vermindert. Cito-auramines moeten
dezelfde dag worden gerapporteerd; bij sterke verdenking op tuberculose ook in het
weekend.

Voor zowel respiratoire en niet-respiratoire materialen is een fluorochroomkleuring
eerste keus, bij voorkeur de auramine O-rhodamine B kleuring.

Auramine-positieve preparaten hoeven niet langer geconfirmeerd te worden door
middel van een ZN-kleuring, maar dienen wel met een moleculaire test te worden
onderzocht voor identificatie van M. tuberculosis complex

Bij de microscopische uitslag zal ook een schatting van de hoeveelheid aanwezige
mycobacterién gerapporteerd moeten worden (zie Tabel 3.1). Het verdient aanbe-
veling om in overleg met de lokale GGD de wens voor gradering op direct materiaal
in een convenant op te nemen.
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Aanbevelingen - Kweek

Aanbevelingen - Kweek

Immuungecompromit-
Immuuncompetente teerde patiénten en
patiénten patiénten met chroni-
sche longziekte

Respiratoir materialen:

sputum, BAl-vioeistof Alleen Mtb (deel 1A) Mtb en NTM (deel 1A en 2)

Niet-respiratoire materi-

alen: liquor, pleurabiopt,

pleuravocht, ascites, urine, Mtb en NTM (deel 1B en
peritoneumbiopt, darmbi-  2)

opt, huid, pericardvocht,

maaginhoud lymfeklieren

Mtb en NTM (deel 1B en 2)

Bij de kweken van Mtb uit respiratoire samples is een vloeibare kweek alleen vol-
doende. Potentiele meerwaarde van het gebruik van vaste kweekmedia lijkt zo ge-
ring dat het niet opweegt tegen het meerwerk en de extra kosten.

Bij de kweek vanuit extra-pulmonale samples (waarbij NTM in de differentiaal diag-
nose staat) is kweken met alleen vioeibare media niet voldoende en moet er kweek
op vaste media worden ingezet (zie hiervoor het hoofdstuk diagnostiek NTM).

Gebruik voor de voorbewerking van Mtb kweken NALC(1-2%)-NaOH(1%).

Om het effect van de voorbewerking te monitoren is jaarlijkse controle van de con-
taminatiegraad van de kweken noodzakelijk.

De contaminatiegraad van vloeibare kweken dient tussen 2 en 5% te bedragen.

Identificatie van Mycobacterium tuberculosis complex moet tot op het (sub)species
niveau worden verricht.
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Aanbevelingen - Kweek NTM

Bij de kweek voor detectie van nontuberculeuze mycobacterién is de vloeibare
kweek alleen niet voldoende en zullen er vaste media moeten worden ingezet;
specifieke supplementen kunnen nodig zijn.
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Een door geautomatiseerde kweeksystemen als ‘negatief’ aangemerkte kweek dient
visueel te worden geinspecteerd op groei alvorens de buis wordt vernietigd

NTM kweken van respiratoire materialen moeten worden geincubeerd bij een tem-
peratuur van 35°C-37°C

NTM kweken van huid, bot of lymfekliermaterialen moeten worden geincubeerd bij
een temperatuur van 30°C en 35-37°C
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Aanbevelingen - Identificatie

Een identificatie tot het subspecies niveau van M. tuberculosis complex isolaten is
van belang voor de behandeling van de patiént en het contactonderzoek.
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Een juiste identificatie van NTM wordt aanbevolen om de behandeling van de patiént
te optimaliseren en voor epidemiologisch onderzoek.

Voor de identificatie van de (sub)species van M. tuberculosis complex en van NTM
zijn de reverse line blot assays van Hain en Innogenetics/Fujirebio aan te bevelen.

Voor de identificatie van de (sub)species van NTM kan additionele sequentie ana-
lyse van 1 of meerdere genomische targets nodig zijn.

Alle geisoleerde NTM dienen moleculair te worden geidentificeerd.
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Aanbevelingen - Moleculaire Detectie

Aanbevelingen - Moleculaire Detectie

Elk laboratorium moet de mogelijkheid bieden voor een cito-NAT op M. tuberculosis
complex, ook in het weekend. De uitslag van een cito bepaling moet binnen 48 uur
bekend zijn.

Auramine-positief respiratoir en niet-respiratoir materiaal dient met een in-house
RT-PCR (mits gevalideerd en op schrift vastgesteld volgens de geldende certificatie
regels), de AMTD test, de COBAS TagMan M. tuberculosis test of de GeneXpert MTB/
RIF te worden onderzocht op de aanwezigheid van M. tuberculosis complex. Bij het
gebruik van IS6110 als target dient men er bewust van te zijn dat IS6110 bij som-
mige stammen ontbreekt. Dit kan leiden tot een fout-negatieve test.

Bij sterke verdenking op tuberculose, dient auramine-negatief respiratoir en
niet-respiratoir materiaal ook met de bovengenoemde moleculaire technieken te
worden onderzocht, omdat een positieve uitslag de tijd tot diagnose significant kan
verkorten

Het analyseren van meerdere monsters per patiént m.b.v. een NAT is zinvol, omdat
daardoor de gevoeligheid van de NAT wordt vergroot. Bij verdenking pulmonale tu-
berculose, dienen er twee monsters per patiént te worden geanalyseerd.

Een negatieve NAT mag niet worden gebruikt om tuberculose uit te sluiten, en een
NAT kan de kweek niet vervangen.

De moleculaire detectie kan op zowel voorbehandeld als niet-voorbehandeld ma-
teriaal worden gebruikt mits er wel homogenisatie heeft plaatsgevonden. Een
bevestigingstest (anders dan kweek) voor een positieve NAT is niet nodig, maar
kan worden gebruikt als de kweek negatief blijft of niet mogelijk is. Moleculaire
resistentiebepalingen kunnen worden gebruikt als bevestigingstest.

Een NAT kan de auramine-kleuring op respiratoir materiaal niet vervangen. Voor
andere materialen zoals liquor en paraffine-coupes kan dit wel.

Elk laboratorium moet de mogelijkheid bieden voor het uitvoeren van een cito-NAT
op M. tuberculosis complex ook in het weekend. Laboratoria die geen moleculaire
diagnostiek doen, dienen een cito-regeling af te spreken met een ander laborato-
rium. De uitslag van een cito-uitslag moet in principe binnen 48 uur bekend zijn.
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Aanbevelingen - Moleculaire Typering

Aanbevelingen - Moleculaire Typering

Gezien het belang van de nationale surveillance van tbc voor het inperken van
transmissie wordt aanbevolen om alle positieve M. tuberculosis complex kweken
door het RIVM te laten typeren.

Op basis van nu beschikbare gegevens wordt aanbevolen om voor de nationale sur-
veillance vast te houden aan de nu gebruikte VNTR typering

Om bronopsporings- en clusteronderzoek zo efficiént mogelijk te laten verlopen
wordt aanbevolen om M. tuberculosis complex isolaten zo snel mogelijk op te sturen
voor typering.

Parallel hieraan dient geinvesteerd te worden in het gebruik van WGS als typering-
stechniek. Hiervoor is het noodzakelijk dat er een (gecureerde) internationale data-
base komt met daarin sequenties van M. tuberculosis complex stammen wereldwijd.
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Aanbevelingen - Resistentie

Aanbevelingen - Resistentie

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen dienen ten minste van de eerste kweek van
iedere nieuwe tuberculosepatiént te worden uitgevoerd.

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor de eerstelijnsmiddelen behalve pyrazi-
namide dienen te worden uitgevoerd met commercieel beschikbare breekpuntsbe-
palingen in geautomatiseerde vloeibare kweeksystemen. Met het oog op internatio-
nale standaardisatie is de MGIT960 methode aan te bevelen

Gevonden resistentie, discrepanties met moleculaire testen, of in het licht van kli-
niek en epidemiologie twijfelachtige resultaten van gevoeligheidsbepalingen dienen
op referentielaboratorium niveau te worden geverifieerd middels een uitgebreidere
bepaling waarin een grotere concentratiereeks per antibioticum kan worden getest,
0.a. om ook intermediaire gevoeligheid aan te kunnen tonen.

Gevoeligheidsbepalingen voor pyrazinamide dienen te worden uitgevoerd door
laboratoria met specifieke expertise en directe toegang tot een confirmatietest om
fout-resistente uitslagen te voorkomen.

Gevonden pyrazinamide resistentie dient, als het geen M. bovis stam betreft, altijd
te worden geconfirmeerd met een tweede test; dit kan een herhaling van de initiéle
test of pncA gen sequencing zijn.

Gevoeligheidsbepalingen voor de tweedelijnsmiddelen dienen gecentraliseerd te
worden uitgevoerd in 1 laboratorium; in Nederland heeft het RIVM de specifieke
expertise.

Kwaliteitscontrole van gevoeligheidsbepalingen voor de eerstelijnsmiddelen
—-behalve pyrazinamide- moet onderdeel zijn van de kwaliteitscontrole programma’s
van SKML.

Moleculaire gevoeligheidsbepalingen dienen te worden uitgevoerd op directe mate-
rialen waarin al M. tuberculosis complex bacterién zijn gedetecteerd van patiénten
met een verhoogd risico op resistentie, door afkomst uit een gebied met veel (multi)
resistentie of door een geschiedenis van eerdere behandeling(en) voor tuberculose.
Lokaal kan worden afgesproken dit indicatiegebied te verbreden door bij alle posi-
tieve materialen een directe moleculaire resistentie te verrichten.

Bij verdenking op het bestaan van een infectie met resistente M. tuberculosis, dient
met behulp van moleculaire technieken resistentie tegen rifampicine en tegen iso-
niazide onderzocht te worden.
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Aanbevelingen - Resistentie

Bij patiénten met een lage a priori kans of resistentie dient rekening te worden
gehouden met de beperkte positief voorspellende waarde van de detectie van mu-
taties geassocieerd met rifampicine resistentie van zowel geneXpert als MTBDRplus.
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Fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor NTM dienen te worden uitgevoerd op
isolaten van patiénten met bewezen NTM infectie.

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor NTM dienen te worden uitgevoerd d.m.v.
microdilutie in cation-adjusted Mueller Hinton bouillon.

Voor NTM dienen alleen middelen te worden gerapporteerd waarvoor breekpunten
zijn vastgesteld en waarvoor associaties tussen in vitro gevoeligheid en uitkomst
van therapie in vivo zijn beschreven in klinische studies.
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Aanbevelingen - IGRA

Aanbevelingen - IGRA

Volg de richtlijnen voor interpretatie van de fabrikant. Er zijn echter aanwijzingen
dat bepalingen met te lage INF-y metingen in de mitogen controle (<0,5 IU/ml)
of verhoogde INF-y spiegels in de Nil controle moeten worden geinterpreteerd als
indeterminate ongeacht de gemeten respons tegen de M. tuberculosis antigenen.

De werkgroep beveelt aan dat bij een patiént zonder bekende immuunstoornis en
met een indeterminate uitslag de IGRA wordt herhaald met hulp van een nieuw
afgenomen bloedmonster.

Gebruik standaardcommentaren om de aanvrager te helpen de uitslag te interpre-
teren

Een positieve IGRA test wijst op een doorgemaakte infectie
Antigen positief met M. tuberculosis. De test is niet geschikt om actieve tu-
berculose aan te tonen dan wel uit te sluiten

In de positieve controlebuis is onvoldoende interferon-gam-
Mitogen <0,5 ma productie gemeten. De IGRA kan niet worden geinterpre-
teerd en dient te worden herhaald

Vanwege een testwaarde die dicht tegen het afkappunt van
de test ligt, adviseert de werkgroep om bij de patiént na 4 we-
ken opnieuw een IGRA af te nemen in geval van een patiént.

0,2< Antigen <0,35
IU/ml

Let op: uit meerdere studies is gebleken dat een IGRA van
0,35< Antigen <0.7 een gezondheidsmedewerker met een testwaarde net boven
IU/ml  bij serieel het afkappunt (>0,35 IU maar <0,7 IU) niet zonder meer
testen als positief moet worden geinterpreteerd. Advies: verwijzing

tuberculosedeskundige

De werkgroep beveelt aan om IGRA testen in het kader van contactonderzoek of
periodieke screening binnen 3 dagen na het zetten van een THT uit te voeren om
“boosting” te voorkomen.

Bij screening op LTBI bij immuungecompromitteerde patiénten of screening vooraf-
gaand aan immuunsuppressieve therapie kan worden overwogen om een IGRA
meer dan 3 dagen na een THT af te nemen om de sensitiviteit te verhogen.

De werkgroep geeft ter overweging om QFT-GIT buizen direct na afname te incu-
beren om het percentage indeterminate uitslagen te minimaliseren. De werkgroep
beveelt aan om samples waarbij meer dan 16 uur verstreken is tussen afname en
start incubatie in principe niet te analyseren.
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Aanbevelingen - IGRA

Aanbevelingen - IGRA

De werkgroep geeft ter overweging om in geval van verzending van een QFT-GIT
naar een extern laboratorium bij een langere transporttijd dan 4 uur tot incubatie
de QFT-GIT buizen decentraal te incuberen.

De werkgroep geeft ter overweging om de QFT-GIT buizen voor incubatie krachtig
te schudden en waar mogelijk een vortex mixer te gebruiken.

De werkgroep beveelt aan om de instructies van de fabrikant over de incubatieduur
te volgen.

Het dagelijks beoordelen van de temperatuurregistratie van de incubatiestoof en
het afkeuren van testen met een waarde 0,2<x<0,7 IU/ml indien de temperatuur
te laag is geweest.

De werkgroep beveelt aan om de instructies van de fabrikant over de opslagduur
en —omstandigheden te volgen.

De werkgroep beveelt aan bij een transportduur tot incubatie van 8-48 uur T-cell
Xtend te gebruiken voor de T-SPOT.TB.

De werkgroep beveelt aan patiéntgegevens, testprocedures en uitslagverwerking te
automatiseren.

De werkgroep beveelt aan om alleen met daarvoor aangewezen en geautoriseerde
analisten een IGRA uit te voeren, stringent standaardprocedures na te leven en
checklijsten aan te leggen.

De werkgroep beveelt aan bij serieel testen in immuuncompetente volwassenen op
basis van de huidige literatuur het gebied van 0,20 IU/ml tot 0,70 IU/ml in de QTF-
GIT als grijs gebied te beschouwen waarbij rekening dient te worden gehouden met
mogelijke spontane conversie en reversie.

Laboratoria dienen een volledige IGRA uitslag te geven aan de aanvrager, dat wil
zeggen de absolute uitslag in IU/ml en niet alleen “positief” of “negatief”, waarbij in
geval van mogelijke immuunstoornissen de uitslag van de mitogenbuis bijdragend
is.
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Aanbevelingen - Communicatie

Het laboratorium meldt de eerste uitslag, die op tuberculose wijst, ook (indien van
toepassing) aan de tuberculose coérdinator van het ziekenhuis waar de arts die het
onderzoek bij het laboratorium heeft aangevraagd zijn praktijk heeft. Meestal is dit
bij een positieve M. tuberculosis complex PCR op patiéntmateriaal.
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Het laboratorium adviseert op de eerste uitslag die op tuberculose wijst, de arts die
het onderzoek bij het laboratorium heeft aangevraagd (wettelijke) aangifte te doen
bij de GGD en een HIV test te verrichten
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Aanbevelingen - Kwaliteit

Voorgestelde kwaliteitsnormen

Alle MML'’s die M. tuberculosis complex kweken, dienen een BSL-3 laboratorium te
hebben en CCKL-geaccrediteerd te zijn.
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Alle MML's die M. tuberculosis complex kweken en moleculair detecteren met een
NAT, dienen deel te nemen aan SKML of internationale rondzendingen.

Alle MML’s die fenotypische gevoeligheidsbepalingen van M. tuberculosis complex
isolaten verrichten, dienen deel te nemen aan rondzendingen om de kwaliteit van
deze gevoeligheidsbepaling te waarborgen.

Kweken op M. tuberculosis complex dienen alleen in MML’s verricht te worden die
jaarlijks minimaal 375 M. tuberculosis complex kweken inzetten.

182

NVMM Richtlijnen Mycobacteriéle Laboratoriumdiagnostiek, 2015

- >



NVMM Richtlijnen Mycobacteriéle Laboratoriumdiagnostiek, 2015



	Inleiding
	Materiaal
	Microscopie
	Tabel 1
	Inhoudsopgave
	Voorwoord

	Hoofdstuk 1 - Inleiding
	Algemene inleiding
	Werkwijze van de werkgroep
	Financiële belangenverstrengeling/onafhankelijkheid werkgroepleden
	Doelgroepen



	Hoofdstuk 2 - Materiaal
	Patiëntmaterialen voor diagnostiek van mycobacteriële infectie

	Hoofdstuk 3 - Microscopie
	Uitgangsvraag
	Inleiding
	Zoekvragen
	Selectiecriteria literatuur
	Samenvatting van de literatuur

	1.	Welke kleurmethode heeft de voorkeur?
	2.	Dient microscopische diagnostiek op direct of op voorbehandeld materiaal te worden uitgevoerd?
	3.	Wat is de minimale analyseduur van microscopisch onderzoek?
	4.	Is er een voorkeur voor op ‘kwik-lamp’ of op ‘LED-lamp’ gebaseerde microscopie?
	5.	Aan welke kwaliteitseisen moet betrouwbare microscopie voldoen?
	6.	Dient een positieve auramine te worden bevestigd met een andere techniek?
	7.	Is het van belang auramine/ZN positieve preparaten te graderen?
	8.	Welke methode van graderen verdient de voorkeur?
	Overige overwegingen



	Hoofdstuk 4a - Kweek
	Voorwoord
	Deel 1A - Respiratoire materialen voor onderzoek op M. tuberculosis complex
	Uitgangsvraag
	Inleiding
	Zoekvragen
	Selectiecriteria literatuur
	Literatuur per zoekvraag

	1.	Geeft de combinatie van kweken op vast medium en in vloeibaar medium een hogere opbrengst bij Mtb? 
	Samenvatting van de literatuur
	Reproduceerbaarheid
	Overige overwegingen

	2.	Wat is de meest effectieve voorbehandeling voor de kweek?
	Samenvatting van de literatuur
	Reproduceerbaarheid
	Overige overwegingen

	3.	Bij welke temperatuur moet worden geïncubeerd?
	4.	Wat is de detectiegrens van de kweek?
	5.	Hoe te handelen bij een positieve vloeibare kweek?
	Overige overwegingen


	Deel 1B - Kweek van niet-respiratoire materialen op M. tuberculosis complex
	Pleuravocht 
	Pleurabiopt
	Lymfklieren
	Maaginhoud 
	Pericardvocht
	Peritoneum
	Darmmateriaal
	Urine
	Liquor



	Hoofdstuk 4b - Kweek NTM
	Kweek van respiratoire en niet-respiratoire materialen op niet-tuberculeuze mycobacterien.    
	Uitgangsvraag
	Inleiding
	Zoekvragen
	Selectiecriteria literatuur
	Literatuur per zoekvraag

	1.	Wat is de meest effectieve voorbehandeling voor de kweek?
	Overige overwegingen

	2.	Geeft de combinatie van kweken op vast medium en in vloeibaar medium (MGIT) een meerwaarde?
	Overige overwegingen

	3.	Bij welke temperatuur moet worden geïncubeerd?
	Overige overwegingen



	Hoofdstuk 5 - Identificatie
	Uitgangsvraag
	Inleiding
	Zoekvragen
	Selectiecriteria literatuur
	Samenvatting van literatuur
	Overige overwegingen



	Hoofdstuk 6 - Moleculaire Detectie
	Uitgangsvraag
	Inleiding
	Zoekvragen
	Selectiecriteria literatuur
	Samenvatting van literatuur per zoekvraag

	1.	Wat is het effect van de voorbehandeling?
	2.	Welke NAT dient te worden gebruikt?
	Respiratoir materiaal
	Niet-respiratoir materiaal
	Liquor
	Lymfklieren
	Pleuravocht en -biopten
	Overige materiaalsoorten

	3.	Wordt een NAT verbeterd door meerdere monsters te testen?
	4.	Moet een positieve NAT worden bevestigd?
	5.	Moet een NAT snel worden uitgevoerd?
	6.	Kan de NAT de auraminekleuring vervangen?
	7.	Welke controles moeten worden meegenomen?
	8.	Kan de NAT de kweek vervangen?

	Bijlage 1: Zoekcriteria literatuur voor respiratoir materiaal
	#1 Pulmonary TB  (Tuberculosis, MTB, TB)
	#2 PCR (Polymerase chain reaction, PCR)  
	#3 Time limit (2009-2014) (Entrez/Mesh/Publication Date)


	Bijlage 2.: Zoekcriteria literatuur voor niet-respiratoir materiaal
	#1 Extra-pulmonary TB  (Tuberculosis, MTB, TB)
	#2 PCR (Polymerase chain reaction, PCR)  
	#3 Time limit (2009-2014 (Entrez/Mesh/Publication Date)



	Hoofdstuk 7 - Moleculaire Typering
	Moleculaire typering van Mycobacterium tuberculosis complex.
	Uitgangsvraag
	Inleiding
	Zoekvragen
	Selectiecriteria literatuur
	Samenvatting van literatuur

	1.	Wat is het discriminerend vermogen van de VNTR typeringsmethode?
	2.	Hoe reproduceerbaar is VNTR typering (inter- en intra-laboratorium)?
	3.	Wat is de stabiliteit van DNA fingerprints verkregen middels VNTR typering?
	4.	Wat is de (toekomstige) plaats van “Whole Genome Sequencing” in de moleculaire epidemiologie van tuberculose?
	Praktische handreikingen



	Hoofdstuk 8 - Resistentie
	Resistentieonderzoek van mycobacteriën
	Uitgangsvragen
	Inleiding
	Zoekvragen
	Selectiecriteria literatuur


	Literatuur per zoekvraag
	Samenvatting van literatuur
	1.	Fenotypische gevoeligheidsbepalingen voor M. tuberculosis. 
	2.	Pyrazinamide
	Tweedelijnsmiddelen
	Kwaliteitscontrole
	Overige overwegingen

	3.	Hoe presteren beschikbare commerciële methoden voor moleculaire detectie van resistentie in gebieden met lage TB incidentie en lage resi­stentie­percentages? 
	3.1	GeneXpert MTB/RIF
	3.2	GenoType MTBDRplus
	3.3	GenoType MTBDRsl
	Overige overwegingen

	4.	Fenotypische resistentiebepaling voor NTM
	Overige overwegingen



	Hoofdstuk 9 - IGRA
	Praktische uitvoering van laboratoriumdiagnostiek voor infecties met tuberculosebacteriën door middel van Interferon Gamma Release Assays 
	Uitgangsvraag
	Inleiding
	Beschrijving van de verschillende testen
	QuantiFERON-TB Gold In-Tube assay
	T-SPOT.TB assay
	Deelvragen
	Selectiecriteria literatuur (Tot en met december2014)  
	Samenvatting van de literatuur per zoekvraag

	1.	Welke condities zijn van invloed op de uitslag van een IGRA ?

	Patiëntvariabelen die de testresultaten kunnen beïnvloeden
	Overige overwegingen
	Condities tot incubatie in het laboratorium
	Overige overwegingen
	Incubatiecondities
	Overige overwegingen
	Overige condities
	Overige overwegingen

	2.	Wat is de testvariatie van de IGRA?
	Repeatability
	Reproducibility
	Within-person variability
	Totale Testvariatie

	3.	Is vermelding kwantitatieve uitslagen van meerwaarde?
	Overige overwegingen



	Hoofdstuk 10 - Communicatie
	Organisatie en communicatie
	Wetgeving en melding
	GGD (mede)behandelaar



	Hoofdstuk 10 - Kwaliteit
	Kwaliteitscontrole

	Bijlage - Aanbevelingen
	Aanbevelingen - Microscopie
	Aanbevelingen - Kweek
	Aanbevelingen - Kweek NTM
	Aanbevelingen - Identificatie
	Aanbevelingen - Moleculaire Detectie
	Aanbevelingen - Moleculaire Typering
	Aanbevelingen - Resistentie
	Aanbevelingen - IGRA
	Aanbevelingen - Communicatie
	Voorgestelde kwaliteitsnormen




	Button 14: 
	Page 1: Off
	Page 21: Off
	Page 32: Off
	Page 43: Off
	Page 54: Off
	Page 65: Off
	Page 76: Off
	Page 87: Off
	Page 108: Off
	Page 119: Off
	Page 1210: Off
	Page 1311: Off
	Page 1412: Off
	Page 1513: Off
	Page 1714: Off
	Page 1815: Off
	Page 2016: Off
	Page 2117: Off
	Page 2218: Off
	Page 2319: Off
	Page 2420: Off
	Page 2521: Off
	Page 2622: Off
	Page 2723: Off
	Page 2824: Off
	Page 2925: Off
	Page 3026: Off
	Page 3127: Off
	Page 3228: Off
	Page 3429: Off
	Page 3530: Off
	Page 3631: Off
	Page 3732: Off
	Page 3833: Off
	Page 3934: Off
	Page 4035: Off
	Page 4136: Off
	Page 4237: Off
	Page 4338: Off
	Page 4439: Off
	Page 4540: Off
	Page 4641: Off
	Page 4742: Off
	Page 4843: Off
	Page 4944: Off
	Page 5045: Off
	Page 5146: Off
	Page 5347: Off
	Page 5448: Off
	Page 5549: Off
	Page 5650: Off
	Page 5751: Off
	Page 5852: Off
	Page 5953: Off
	Page 6054: Off
	Page 6155: Off
	Page 6256: Off
	Page 6457: Off
	Page 6558: Off
	Page 6659: Off
	Page 6760: Off
	Page 6861: Off
	Page 6962: Off
	Page 7063: Off
	Page 7164: Off
	Page 7365: Off
	Page 7466: Off
	Page 7567: Off
	Page 7668: Off
	Page 7769: Off
	Page 7870: Off
	Page 7971: Off
	Page 8072: Off
	Page 8173: Off
	Page 8274: Off
	Page 8375: Off
	Page 8476: Off
	Page 8577: Off
	Page 8678: Off
	Page 8779: Off
	Page 8880: Off
	Page 8981: Off
	Page 9082: Off
	Page 9183: Off
	Page 9284: Off
	Page 9385: Off
	Page 9486: Off
	Page 9587: Off
	Page 9688: Off
	Page 9789: Off
	Page 9890: Off
	Page 9991: Off
	Page 10092: Off
	Page 10193: Off
	Page 10394: Off
	Page 10495: Off
	Page 10596: Off
	Page 10697: Off
	Page 10798: Off
	Page 10899: Off
	Page 109100: Off
	Page 110101: Off
	Page 112102: Off
	Page 113103: Off
	Page 114104: Off
	Page 115105: Off
	Page 116106: Off
	Page 117107: Off
	Page 118108: Off
	Page 119109: Off
	Page 120110: Off
	Page 121111: Off
	Page 122112: Off
	Page 123113: Off
	Page 124114: Off
	Page 125115: Off
	Page 126116: Off
	Page 127117: Off
	Page 128118: Off
	Page 129119: Off
	Page 130120: Off
	Page 131121: Off
	Page 132122: Off
	Page 133123: Off
	Page 134124: Off
	Page 135125: Off
	Page 136126: Off
	Page 138127: Off
	Page 139128: Off
	Page 140129: Off
	Page 141130: Off
	Page 142131: Off
	Page 143132: Off
	Page 144133: Off
	Page 145134: Off
	Page 146135: Off
	Page 147136: Off
	Page 148137: Off
	Page 149138: Off
	Page 150139: Off
	Page 151140: Off
	Page 152141: Off
	Page 153142: Off
	Page 154143: Off
	Page 155144: Off
	Page 156145: Off
	Page 157146: Off
	Page 158147: Off
	Page 159148: Off
	Page 160149: Off
	Page 161150: Off
	Page 163151: Off
	Page 164152: Off
	Page 165153: Off
	Page 167154: Off
	Page 168155: Off
	Page 169156: Off
	Page 171157: Off
	Page 172158: Off
	Page 173159: Off
	Page 174160: Off
	Page 175161: Off
	Page 176162: Off
	Page 177163: Off
	Page 178164: Off
	Page 179165: Off
	Page 180166: Off
	Page 181167: Off
	Page 182168: Off

	Button 15: 
	Page 1: Off
	Page 21: Off
	Page 32: Off
	Page 43: Off
	Page 54: Off
	Page 65: Off
	Page 76: Off
	Page 87: Off
	Page 108: Off
	Page 119: Off
	Page 1210: Off
	Page 1311: Off
	Page 1412: Off
	Page 1513: Off
	Page 1714: Off
	Page 1815: Off
	Page 2016: Off
	Page 2117: Off
	Page 2218: Off
	Page 2319: Off
	Page 2420: Off
	Page 2521: Off
	Page 2622: Off
	Page 2723: Off
	Page 2824: Off
	Page 2925: Off
	Page 3026: Off
	Page 3127: Off
	Page 3228: Off
	Page 3429: Off
	Page 3530: Off
	Page 3631: Off
	Page 3732: Off
	Page 3833: Off
	Page 3934: Off
	Page 4035: Off
	Page 4136: Off
	Page 4237: Off
	Page 4338: Off
	Page 4439: Off
	Page 4540: Off
	Page 4641: Off
	Page 4742: Off
	Page 4843: Off
	Page 4944: Off
	Page 5045: Off
	Page 5146: Off
	Page 5347: Off
	Page 5448: Off
	Page 5549: Off
	Page 5650: Off
	Page 5751: Off
	Page 5852: Off
	Page 5953: Off
	Page 6054: Off
	Page 6155: Off
	Page 6256: Off
	Page 6457: Off
	Page 6558: Off
	Page 6659: Off
	Page 6760: Off
	Page 6861: Off
	Page 6962: Off
	Page 7063: Off
	Page 7164: Off
	Page 7365: Off
	Page 7466: Off
	Page 7567: Off
	Page 7668: Off
	Page 7769: Off
	Page 7870: Off
	Page 7971: Off
	Page 8072: Off
	Page 8173: Off
	Page 8274: Off
	Page 8375: Off
	Page 8476: Off
	Page 8577: Off
	Page 8678: Off
	Page 8779: Off
	Page 8880: Off
	Page 8981: Off
	Page 9082: Off
	Page 9183: Off
	Page 9284: Off
	Page 9385: Off
	Page 9486: Off
	Page 9587: Off
	Page 9688: Off
	Page 9789: Off
	Page 9890: Off
	Page 9991: Off
	Page 10092: Off
	Page 10193: Off
	Page 10394: Off
	Page 10495: Off
	Page 10596: Off
	Page 10697: Off
	Page 10798: Off
	Page 10899: Off
	Page 109100: Off
	Page 110101: Off
	Page 112102: Off
	Page 113103: Off
	Page 114104: Off
	Page 115105: Off
	Page 116106: Off
	Page 117107: Off
	Page 118108: Off
	Page 119109: Off
	Page 120110: Off
	Page 121111: Off
	Page 122112: Off
	Page 123113: Off
	Page 124114: Off
	Page 125115: Off
	Page 126116: Off
	Page 127117: Off
	Page 128118: Off
	Page 129119: Off
	Page 130120: Off
	Page 131121: Off
	Page 132122: Off
	Page 133123: Off
	Page 134124: Off
	Page 135125: Off
	Page 136126: Off
	Page 138127: Off
	Page 139128: Off
	Page 140129: Off
	Page 141130: Off
	Page 142131: Off
	Page 143132: Off
	Page 144133: Off
	Page 145134: Off
	Page 146135: Off
	Page 147136: Off
	Page 148137: Off
	Page 149138: Off
	Page 150139: Off
	Page 151140: Off
	Page 152141: Off
	Page 153142: Off
	Page 154143: Off
	Page 155144: Off
	Page 156145: Off
	Page 157146: Off
	Page 158147: Off
	Page 159148: Off
	Page 160149: Off
	Page 161150: Off
	Page 163151: Off
	Page 164152: Off
	Page 165153: Off
	Page 167154: Off
	Page 168155: Off
	Page 169156: Off
	Page 171157: Off
	Page 172158: Off
	Page 173159: Off
	Page 174160: Off
	Page 175161: Off
	Page 176162: Off
	Page 177163: Off
	Page 178164: Off
	Page 179165: Off
	Page 180166: Off
	Page 181167: Off
	Page 182168: Off

	Vorige Pagina: 
	Page 1: Off
	Page 21: Off
	Page 32: Off
	Page 43: Off
	Page 54: Off
	Page 65: Off
	Page 76: Off
	Page 87: Off
	Page 108: Off
	Page 119: Off
	Page 1210: Off
	Page 1311: Off
	Page 1412: Off
	Page 1513: Off
	Page 1714: Off
	Page 1815: Off
	Page 2016: Off
	Page 2117: Off
	Page 2218: Off
	Page 2319: Off
	Page 2420: Off
	Page 2521: Off
	Page 2622: Off
	Page 2723: Off
	Page 2824: Off
	Page 2925: Off
	Page 3026: Off
	Page 3127: Off
	Page 3228: Off
	Page 3429: Off
	Page 3530: Off
	Page 3631: Off
	Page 3732: Off
	Page 3833: Off
	Page 3934: Off
	Page 4035: Off
	Page 4136: Off
	Page 4237: Off
	Page 4338: Off
	Page 4439: Off
	Page 4540: Off
	Page 4641: Off
	Page 4742: Off
	Page 4843: Off
	Page 4944: Off
	Page 5045: Off
	Page 5146: Off
	Page 5347: Off
	Page 5448: Off
	Page 5549: Off
	Page 5650: Off
	Page 5751: Off
	Page 5852: Off
	Page 5953: Off
	Page 6054: Off
	Page 6155: Off
	Page 6256: Off
	Page 6457: Off
	Page 6558: Off
	Page 6659: Off
	Page 6760: Off
	Page 6861: Off
	Page 6962: Off
	Page 7063: Off
	Page 7164: Off
	Page 7365: Off
	Page 7466: Off
	Page 7567: Off
	Page 7668: Off
	Page 7769: Off
	Page 7870: Off
	Page 7971: Off
	Page 8072: Off
	Page 8173: Off
	Page 8274: Off
	Page 8375: Off
	Page 8476: Off
	Page 8577: Off
	Page 8678: Off
	Page 8779: Off
	Page 8880: Off
	Page 8981: Off
	Page 9082: Off
	Page 9183: Off
	Page 9284: Off
	Page 9385: Off
	Page 9486: Off
	Page 9587: Off
	Page 9688: Off
	Page 9789: Off
	Page 9890: Off
	Page 9991: Off
	Page 10092: Off
	Page 10193: Off
	Page 10394: Off
	Page 10495: Off
	Page 10596: Off
	Page 10697: Off
	Page 10798: Off
	Page 10899: Off
	Page 109100: Off
	Page 110101: Off
	Page 112102: Off
	Page 113103: Off
	Page 114104: Off
	Page 115105: Off
	Page 116106: Off
	Page 117107: Off
	Page 118108: Off
	Page 119109: Off
	Page 120110: Off
	Page 121111: Off
	Page 122112: Off
	Page 123113: Off
	Page 124114: Off
	Page 125115: Off
	Page 126116: Off
	Page 127117: Off
	Page 128118: Off
	Page 129119: Off
	Page 130120: Off
	Page 131121: Off
	Page 132122: Off
	Page 133123: Off
	Page 134124: Off
	Page 135125: Off
	Page 136126: Off
	Page 138127: Off
	Page 139128: Off
	Page 140129: Off
	Page 141130: Off
	Page 142131: Off
	Page 143132: Off
	Page 144133: Off
	Page 145134: Off
	Page 146135: Off
	Page 147136: Off
	Page 148137: Off
	Page 149138: Off
	Page 150139: Off
	Page 151140: Off
	Page 152141: Off
	Page 153142: Off
	Page 154143: Off
	Page 155144: Off
	Page 156145: Off
	Page 157146: Off
	Page 158147: Off
	Page 159148: Off
	Page 160149: Off
	Page 161150: Off
	Page 163151: Off
	Page 164152: Off
	Page 165153: Off
	Page 167154: Off
	Page 168155: Off
	Page 169156: Off
	Page 171157: Off
	Page 172158: Off
	Page 173159: Off
	Page 174160: Off
	Page 175161: Off
	Page 176162: Off
	Page 177163: Off
	Page 178164: Off
	Page 179165: Off
	Page 180166: Off
	Page 181167: Off
	Page 182168: Off

	Volgende Pagina: 
	Page 1: Off
	Page 21: Off
	Page 32: Off
	Page 43: Off
	Page 54: Off
	Page 65: Off
	Page 76: Off
	Page 87: Off
	Page 108: Off
	Page 119: Off
	Page 1210: Off
	Page 1311: Off
	Page 1412: Off
	Page 1513: Off
	Page 1714: Off
	Page 1815: Off
	Page 2016: Off
	Page 2117: Off
	Page 2218: Off
	Page 2319: Off
	Page 2420: Off
	Page 2521: Off
	Page 2622: Off
	Page 2723: Off
	Page 2824: Off
	Page 2925: Off
	Page 3026: Off
	Page 3127: Off
	Page 3228: Off
	Page 3429: Off
	Page 3530: Off
	Page 3631: Off
	Page 3732: Off
	Page 3833: Off
	Page 3934: Off
	Page 4035: Off
	Page 4136: Off
	Page 4237: Off
	Page 4338: Off
	Page 4439: Off
	Page 4540: Off
	Page 4641: Off
	Page 4742: Off
	Page 4843: Off
	Page 4944: Off
	Page 5045: Off
	Page 5146: Off
	Page 5347: Off
	Page 5448: Off
	Page 5549: Off
	Page 5650: Off
	Page 5751: Off
	Page 5852: Off
	Page 5953: Off
	Page 6054: Off
	Page 6155: Off
	Page 6256: Off
	Page 6457: Off
	Page 6558: Off
	Page 6659: Off
	Page 6760: Off
	Page 6861: Off
	Page 6962: Off
	Page 7063: Off
	Page 7164: Off
	Page 7365: Off
	Page 7466: Off
	Page 7567: Off
	Page 7668: Off
	Page 7769: Off
	Page 7870: Off
	Page 7971: Off
	Page 8072: Off
	Page 8173: Off
	Page 8274: Off
	Page 8375: Off
	Page 8476: Off
	Page 8577: Off
	Page 8678: Off
	Page 8779: Off
	Page 8880: Off
	Page 8981: Off
	Page 9082: Off
	Page 9183: Off
	Page 9284: Off
	Page 9385: Off
	Page 9486: Off
	Page 9587: Off
	Page 9688: Off
	Page 9789: Off
	Page 9890: Off
	Page 9991: Off
	Page 10092: Off
	Page 10193: Off
	Page 10394: Off
	Page 10495: Off
	Page 10596: Off
	Page 10697: Off
	Page 10798: Off
	Page 10899: Off
	Page 109100: Off
	Page 110101: Off
	Page 112102: Off
	Page 113103: Off
	Page 114104: Off
	Page 115105: Off
	Page 116106: Off
	Page 117107: Off
	Page 118108: Off
	Page 119109: Off
	Page 120110: Off
	Page 121111: Off
	Page 122112: Off
	Page 123113: Off
	Page 124114: Off
	Page 125115: Off
	Page 126116: Off
	Page 127117: Off
	Page 128118: Off
	Page 129119: Off
	Page 130120: Off
	Page 131121: Off
	Page 132122: Off
	Page 133123: Off
	Page 134124: Off
	Page 135125: Off
	Page 136126: Off
	Page 138127: Off
	Page 139128: Off
	Page 140129: Off
	Page 141130: Off
	Page 142131: Off
	Page 143132: Off
	Page 144133: Off
	Page 145134: Off
	Page 146135: Off
	Page 147136: Off
	Page 148137: Off
	Page 149138: Off
	Page 150139: Off
	Page 151140: Off
	Page 152141: Off
	Page 153142: Off
	Page 154143: Off
	Page 155144: Off
	Page 156145: Off
	Page 157146: Off
	Page 158147: Off
	Page 159148: Off
	Page 160149: Off
	Page 161150: Off
	Page 163151: Off
	Page 164152: Off
	Page 165153: Off
	Page 167154: Off
	Page 168155: Off
	Page 169156: Off
	Page 171157: Off
	Page 172158: Off
	Page 173159: Off
	Page 174160: Off
	Page 175161: Off
	Page 176162: Off
	Page 177163: Off
	Page 178164: Off
	Page 179165: Off
	Page 180166: Off
	Page 181167: Off
	Page 182168: Off

	Button 8: 
	Page 9: Off
	Page 161: Off
	Page 192: Off
	Page 333: Off
	Page 524: Off
	Page 635: Off
	Page 726: Off
	Page 1027: Off
	Page 1118: Off
	Page 1379: Off
	Page 16210: Off
	Page 16611: Off
	Page 17012: Off

	Button 9: 
	Page 9: Off
	Page 161: Off
	Page 192: Off
	Page 333: Off
	Page 524: Off
	Page 635: Off
	Page 726: Off
	Page 1027: Off
	Page 1118: Off
	Page 1379: Off
	Page 16210: Off
	Page 16611: Off
	Page 17012: Off

	Vorige Pagina 2: 
	Page 9: Off
	Page 161: Off
	Page 192: Off
	Page 333: Off
	Page 524: Off
	Page 635: Off
	Page 726: Off
	Page 1027: Off
	Page 1118: Off
	Page 1379: Off
	Page 16210: Off
	Page 16611: Off
	Page 17012: Off

	Volgende Pagina 2: 
	Page 9: Off
	Page 161: Off
	Page 192: Off
	Page 333: Off
	Page 524: Off
	Page 635: Off
	Page 726: Off
	Page 1027: Off
	Page 1118: Off
	Page 1379: Off
	Page 16210: Off
	Page 16611: Off
	Page 17012: Off

	EBRO 2: 
	EBRO tekst 2: 
	EBRO: 
	EBRO tekst: 
	Vorig scherm 2: 
	Button 11: 
	Vorig scherm 3: 
	Button 12: 
	Vorig scherm 4: 
	Button 13: 
	Vorig scherm 5: 
	Button 16: 
	Vorig scherm 41: 
	Button 52: 
	Vorig scherm 7: 
	Button 18: 
	Vorig scherm 8: 
	Button 19: 
	Vorig scherm 42: 
	Button 53: 
	Vorig scherm 9: 
	Button 20: 
	Vorig scherm 10: 
	Button 21: 
	Vorig scherm 11: 
	Button 22: 
	Vorig scherm 12: 
	Button 23: 
	Vorig scherm 13: 
	Button 24: 
	Vorig scherm 14: 
	Button 25: 
	Vorig scherm 15: 
	Button 26: 
	Vorig scherm 16: 
	Button 27: 
	Vorig scherm 17: 
	Button 28: 
	Vorig scherm 18: 
	Button 29: 
	Vorig scherm 19: 
	Button 30: 
	Vorig scherm 20: 
	Button 31: 
	Vorig scherm 21: 
	Button 32: 
	Vorig scherm 22: 
	Button 33: 
	Vorig scherm 23: 
	Button 34: 
	Vorig scherm 24: 
	Button 35: 
	Vorig scherm 25: 
	Button 36: 
	Vorig scherm 26: 
	Button 37: 
	Vorig scherm 27: 
	Button 38: 
	Vorig scherm 28: 
	Button 39: 
	Vorig scherm 29: 
	Button 40: 
	Vorig scherm 30: 
	Button 41: 
	Vorig scherm 31: 
	Button 42: 
	Vorig scherm 40: 
	Button 51: 
	Vorig scherm 32: 
	Button 43: 
	Vorig scherm 33: 
	Button 44: 
	Vorig scherm 34: 
	Button 45: 
	Vorig scherm 35: 
	Button 46: 
	Vorig scherm 36: 
	Button 47: 
	Vorig scherm 37: 
	Button 48: 
	Vorig scherm 39: 
	Button 50: 
	Vorig scherm 38: 
	Button 49: 


