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Buiten is het een van de 
schaarse zomerse dagen van 
deze vakantieperiode. Door 
mijn openstaande raam waait 
de Rotterdamse bedrijvigheid 
naar binnen. Auto’s, 
ambulances, pratende mensen 

en die ene persoon die op dit soort dagen altijd bezig schijnt 
te moeten zijn met een schuurmachine. Kent u dat: altijd met 
mooi weer, nooit als het regent, nooit als het waait, maar altijd 
bij mooi weer urenlang het zoemende geluid van een Black 
& Decker? Het erge is dat deze persoon overal voorkomt, bij 
mij thuis (zowel in het oude als ook in het nieuwe huis) en 
zelfs dus op het werk. Want daar zit ik nu. Het herinnert mij 
er wel aan dat ik nog vlonders moet schuren.
Komkommertijd dus. Benieuwd overigens hoe ze dat in 
Vietnam noemen (en of daar zoiets bestaat).  Mogelijk kan 
onze man in Hanoi, Heiman Wertheim, er in een van zijn 
columns op terugkomen. Even googelen leert mij overigens 
dat er in Vietnam blijkbaar vooral zeekomkommers worden 
gegeten, levert mij gelijk een leuk plaatje op voor bij dit 
verhaal.  Gelukkig is de stroom aan kopij nog niet zodanig 
ingedampt dat wij u in deze tijd van het jaar komkommer-
nieuws moeten brengen. Deurenberg et al. schrijven over 
een hot topic binnen ons vak: snelle detectie van MRSA, Den 
Hollander en Van den Ende over hiv-ontwikkelingen door 
de jaren heen, er is een artikel over resistente Mycobacterium 

tuberculosis… Enfin, slaat u ons blad er maar op na.

G ro  e t e n  u i t  V i e tnam  

Konijnenbloed

H.F.L. Wertheim

Wat moet een arts-microbioloog zonder schapenbloed? 
Ik werk nu ruim een half jaar in Vietnam zonder de 
beschikking te hebben over schapenbloed. Het aantal 
schapen is hier op één hand te tellen en daardoor is 
het lastig om aan schapenbloed te komen. Een goed 
alternatief voor schapenbloed in agar media ten behoeve 
van de medische microbiologische diagnostiek is 
varkensbloed.1 En in Vietnam aan varkens geen gebrek: 
maar liefst 30  miljoen. In de microbiologische praktijk 
wordt in Vietnam echter geen varkens- maar konijnen-
bloed gebruikt. Volgens een lokale collega is de reden 
daarvoor dat het makkelijker is om bloed van een konijn 
te verkrijgen dan van een varken. Maar is konijnenbloed 
wel geschikt?

Het beoordelen van micro-organismen op media met 
konijnenbloed werpt je terug op de basis van de medisch-
microbiologische diagnostiek. Immers, op een konijnen-
bloedplaat kunnen bacteriën er heel anders uitzien dan op 
een schapenbloedplaat. Het uiterlijk van een enterokok lijkt 
soms verdacht veel op een bètahemolytische streptokok. 
Ook Haemophilus influenzae groeit zonder problemen 
op een konijnenbloedplaat, en dat zonder toevoegen van 
X- of V-factor of een Staphylococcus aureus-streep. Maar 
voor de overige bacteriën leerde een lokale evaluatie van 
konijnenbloedagarplaat versus schapenbloedagarplaat 
ons dat konijnenbloed, net als varkensbloed, een redelijke 
vervanger is van schapenbloed (een evaluatie voor gevoelig
heidsbepalingen dient nog plaats te vinden). Dat is goed 
nieuws voor de lokale microbioloog, maar geen goed 
nieuws voor het Vietnamese konijn.

Deze bloeddonorkonijnen komen rechtstreeks van de 
markt. Eens per kwartaal gaat één van de analisten vroeg 
in de morgen naar de markt om daar voor een schappelijke 

prijs konijnen te kopen. De konijnen worden keurig één 
voor één verpakt in een doos en achterop de brommer van 
de analist naar het lab vervoerd, wat gepaard gaat met veel 
getoeter. Aldaar aangekomen zijn de konijnen volledig 
suf door oververhitting. Eenmaal uit hun doos verwijderd 
worden zij op hun rug vastgebonden op een tafel op het 
balkon van het lab. Door middel van hartpunctie wordt 
het bloed van de konijnen afgetapt. Wat er daarna met de 
kadavers gebeurt…?

Het was me al eerder opgevallen dat je in Vietnam beter 
geen dier kunt zijn. Alles wat beweegt komt uiteindelijk 
tussen twee eetstokjes terecht, variërend van rauwe slakken 
tot hond. Sinds de uitbraak van de vogelgriep zijn vogeltjes 
wat beter af. Die laat men voorlopig maar liever met rust. 
Sinds de vogelgriepepidemie hoor je overal in Hanoi weer 
vogeltjes fluiten.

Het konijn hopen we ook een beter toekomstperspectief 
te bieden. Op het terrein van het Nationaal Veterinair 
Onderzoeks Instituut leeft een schaap waarvan wij straks 
voor een paar honderdduizend Vietnamese dong (Z 1 = ca. 
16.000 dong) de nodige milliliters schapenbloed kunnen 
krijgen. Kan ik straks analisten hier laten zien hoe een 
enterokok er op een schapenbloedplaat uitziet.

Literatuur

1.	 Anand C, et al. Pig and Goat Blood as Substitutes for Sheep Blood in 
Blood-Supplemented Agar Media. J Clin Micriobiol (2000) 38;2:591-4. 

Dr. H.F.L. Wertheim, Oxford University Clinical Research Unit, 
National Institute of Infectious and Tropical Diseases, Bach Mai 
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van    d e  r e d act   i e

Komkommertijd

Eén bijdrage leverde enige discussie op binnen de 
hoofdredactie: de ‘aaHaa-erlebnis’ van Henri Verbrugh. 
Verbrugh verwijst naar het programma ‘Publish or 
Perish’ waarmee de H-index van wetenschappers kan 
worden berekend. Voor de precieze uitleg verwijs ik u 
naar het betreffende artikel. Uiteraard werden op de 
hoofdredactionele burelen gelijk de H-indices van de 
redactie van het NTMM uitgerekend. Daarbij stuitten wij 
echter al gelijk op een nadeel van het programma. Het 
veronderstelt namelijk wel dat u van uw ‘slachtoffer’ weet 
binnen welke disciplines hij of zij werkzaam is geweest. 
Wie – om maar wat te noemen – zoekt naar ‘Van Rijn’ 
en ‘microbiology’, zal snel klaar zijn. Wie weet dat hij in 
een vorig leven binnen een andere medische discipline 
is gepromoveerd op totaal onmicrobiologisch onderzoek, 
komt tot een (ietsje) hogere index. Niet dat dat overigens 
iets zegt over ’s mans bekwaamheid als arts-microbioloog 
(maar daar ging het ook niet om). Vandaar dat wij hebben 
afgezien van het plaatsen van een lijstje met indices van 
de redactie. Zou ook dubbelop zijn geweest aangezien een 
aantal van hen al in de ‘lijst van Verbrugh’ staat. Het zou 
overigens wel prima komkommernieuws zijn geweest, 
bedenk ik me nu.
Lijstjes… Tegenwoordig staat er minimaal één in ieder 
zichzelf respecterend (dag)blad. Vooral zorglijstjes zijn 
populair: wat is het beste ziekenhuis, waar werken de beste 
specialisten, wie levert de snelste zorg. Op zich niets mis 
mee: benchmarking was in laboratoria al een begrip voordat 
de buitenwereld het kon spellen. Wij hebben nu ook een 
lijst, dus we horen er bij. Wat dacht u overigens van deze: 
China (60%!), Turkije, Rusland, Iran en de VS… Nee, niet 
de top 5 van landen met de hoogste prevalentie van MRSA. 
Het is de top 5 van komkommerproducenten wereldwijd.
De Black & Decker is zowaar opgehouden met schuren. 
Onwillekeurig gaan mijn gedachten naar de schuurder. Wat 
doet hij nu in stilte? Beoordeelt hij zijn werk? Vergelijkt hij 
zijn werk met de schuurprestatie van de buurman (bench-

marking)? Is hij klaar of is de stilte slechts de opmaat naar 
een nog urendurend gebrom? Ik zal het nooit weten want 
mijn vakantie begint nu! Maar voor ik morgen vertrek zal ik 
eerst nog even de vlonders…

Dr. Michiel van Rijn, hoofdredacteur

Figuur 1. Gedroogde Vietnamese zeekomkommers
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‘ tran    s m i s s i e ro  u t e ’

The rise of the machines

M.G.R. Hendrix

A rt  i k e l 
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Samenvatting
Het voorkomen van de verspreiding van meticilline-
resistente Staphylococcus aureus-stammen (MRSA) 
vormt een uitdaging voor gezondheidszorginstellingen, 
omdat MRSA-infecties moeilijk zijn te behandelen met 
antibiotica. Het Nederlandse search and destroy-beleid, 
gericht op het voorkomen van MRSA-transmissie, brengt 
hoge kosten voor de gezondheidszorg met zich mee, 
onder andere door infectiepreventiemaatregelen. Snelle 
detectie van MRSA-stammen, voor bronopsporing en het 
vastleggen van transmissieroutes is dan ook noodzakelijk. 
De detectie van MRSA met fenotypische microbiologische 
methoden kan echter tot vijf dagen duren, omdat eerst 
de S. aureus-stam dient te worden geïsoleerd uit een 
complex klinisch monster. Hoewel moleculair-biologische 
technieken, zoals de detectie van het mecA-gen met behulp 
van (real-time) polymerase chain reaction (PCR), in principe 
veel sneller zijn, kunnen deze niet direct op patiënten-
materiaal worden toegepast. Deze testen maken immers 
geen onderscheid tussen MRSA en meticillineresistente 
coagulasenegatieve stafylokokkenstammen (MRCNS). 
Recent zijn echter nieuwe moleculaire testen op de markt 
gekomen waarmee MRSA wel direct in patiëntenmateriaal 
kan worden aangetoond. In dit artikel zal een aantal van 
deze testen worden besproken. Daarnaast zal kort een 
landelijk onderzoek worden toegelicht, het MRSA Direct-
onderzoek, waarin een snelle diagnostische test is gebruikt 
in het kader van het search and destroy-beleid, en waarvan 
de resultaten momenteel worden geëvalueerd.

Trefwoorden: GeneOhm™ MRSA (IDI-MRSA™), MRSA, 
SCCmec, S. aureus, snelle detectie.

Introductie
Staphylococcus aureus komt bij de mens onder meer voor 
in de neus en op de huid. Veel personen zijn drager van 
S. aureus. Ongeveer 30 procent van de bevolking is altijd 
gekoloniseerd met S. aureus, 40 procent is periodiek drager 
en de overige 30 procent is nooit drager. S. aureus kan 

oppervlakkige of diepe infecties veroorzaken, zoals huidin-
fecties of postoperatieve wondinfecties. S. aureus-infecties 
met een ernstig karakter, zoals pneumonie, sepsis of toxic 

shock-syndroom (TSS), kunnen levensbedreigend zijn. 
Binnen zorginstellingen kan S. aureus worden verspreid 
door gezondheidsmedewerkers en patiënten, maar 
omgevingsfactoren kunnen ook een rol spelen.1 
Vanaf 1940 werd penicilline gebruikt voor de behandeling 
van S. aureus-infecties. Twee jaar later werden de eerste 
S. aureus-stammen geïsoleerd die penicillineresistent waren.1 
Doordat in de jaren vijftig een groot deel van de S. aureus-iso-
laten resistent was voor penicilline, werd in september 1960 
meticilline, een penicillinaseresistent penicilline, geïntro-
duceerd voor de behandeling van S.  aureus-infecties. In 
1961, een aantal maanden na de introductie van meticilline, 
werd echter de eerste meticillineresistente S. aureus-stam 
(MRSA) in Engeland geïsoleerd.2 Vrij snel hierna werden 
MRSA-stammen geïsoleerd in andere Europese landen, 
Afrika en Australië, en vervolgens, in de jaren zeventig, in 
Japan en de Verenigde Staten van Amerika. Momenteel is 
MRSA een wereldwijd probleem in ziekenhuizen. Sinds 
het midden van de jaren negentig wordt MRSA tevens in de 
open populatie bij gezonde individuen (zonder verminderde 
weerstand) gevonden.3 
Een hoge prevalentie van MRSA in ziekenhuizen is geasso-
cieerd met hogere kosten voor de gezondheidszorg en 
mogelijk een lichtverhoogde mortaliteit van patiënten. Het 

Jaren geleden moest ik beslissen welk specialisme ik 
in mijn verdere arbeidzame leven zou gaan beoefenen. 
Medische microbiologie werd het. Immers, de combinatie 
van technische vaardigheden, gekoppeld aan de dagelijkse 
advisering van collega-specialisten en huisartsen, is in weinig 
andere vakken zo prominent aanwezig. Techniek was sterk in 
opkomst in de vorm van de polymerasekettingreactie (PCR) 
en de introductie van de serologie-analysers, maar ook bleef 
er een vleugje mystiek aanwezig. Kijken naar de platen, eraan 
ruiken, en dan besluiten wat ermee te doen gaf je een gevoel 
van verbondenheid met pioniers als Koch en Pasteur. Er 
waren ook negatieve geluiden, want door de ontwikkelingen 
in de moleculaire chiptechnologie zou de microbiologie snel 
obsoleet worden, maar daar geloofde ik niet in. 
Ondanks de introductie van geautomatiseerde technieken, 
vooral binnen de moleculaire diagnostiek en de serologie, 
was de gedachte dat de klinische microbiologie nog lange 
tijd een ambachtelijk vak zou blijven. Mycobacteriën kunnen 
moleculair worden gedetecteerd, maar de rest van de bacte-
riologie, nog steeds het grootste deel van een laboratorium, 
blijft handwerk waarbij de beoordeling van de platen sterk 
afhankelijk is van het gepresenteerde klinische probleem. In 
bedrijfseconomische termen betekent dit dat human resources 
de belangrijkste kostenpost is. Exploitatie en voorzieningen 
zijn in vergelijking hiermee een relatief bescheiden post. 
Sinds mijn keuze heeft niet alleen de microbiologie zich 
sterk ontwikkeld, ook de wereld om ons heen heeft veran-
deringen ondergaan. Enerzijds zijn dit veranderingen 
binnen Nederland, anderzijds zijn dit veranderingen op 
Europees niveau. Binnen Nederland is een onstuitbare 
verandering in de financieringsstructuur van de gezond-
heidszorg doorgevoerd. Grofweg van budgetsystematiek 
naar diagnosebehandelcombinatie (DBC), waarbij het 
streven van de Nederlandse overheid is om in 2012 de hele 
gezondheidszorg zelf te laten regelen waar verrichtingen 
worden uitgevoerd. Op Europees niveau wordt afgedwongen 
deze pakketten aan verrichtingen Europees aan te besteden. 
Vooral in de grensgebieden kan dit aanleiding geven 
tot forse concurrentie met buitenlandse laboratoria. In 
bedrijfseconomische termen betekent dit dat de prijs-kwa-
liteitverhouding zeer scherp moet zijn en we dus goed op 
de kostenpost human resources moeten letten. In de praktijk 
kunnen alleen vergaande automatisering en robotisering, 
functiedifferentiatie en schaalvergroting de component 
personeel per productie-eenheid verminderen.

Dr. M.G.R. Hendrix, arts-microbioloog, Laboratorium  
Microbiologie Twente Achterhoek, Postbus 377, 7500 AJ Enschede,  
e-mail: info@labmicta.nl.

De technische vraag die me dan ook al enkele jaren 
bezighoudt, is hoe de ambachtelijke bacteriologie kan worden 
geautomatiseerd en gerobotiseerd zonder de relatie klinisch 
beeld en beoordeling petrischaal los te laten. Dit zal niet 
lukken met chiptechnologie, maar wel door het huidige 
analyseproces, zoals handmatig uitgevoerd door een analist, 
te robotiseren. Dit lijkt ver gezocht maar is reeds operationeel 
in een aantal Nederlandse en buitenlandse laboratoria met 
als werkgebied de voedselindustrie en de drinkwateranalyse. 
Deze laboratoria hebben het hele proces van enten van platen 
tot uiteindelijke beoordeling van platen, conform vigerende 
standaarden, volledig gerobotiseerd. Ook binnen ons labora-
torium hebben we een proefopstelling staan die geautoma-
tiseerd platen met klinische materialen beënt, incubeert en 
met behulp van digitale camera’s vastlegt, waarna analyse 
volgt van de foto’s met fotoverwerkingssoftware en expert-
systemen, met minimale inzet van personeel. Het leuke is 
dat we de meeste programma’s zelf hebben geschreven (op 
basis van standaard beschikbare programmatuur) zodat 
niet een firma de interpretatie levert maar een individuele 
arts-microbioloog de interpretatieregels kan opstellen en 
zelfs de opgeslagen primaire foto’s kan oproepen. Door 
invoering van deze technieken is het mogelijk een deel van 
de bacteriologie zonder tussenkomst van een analist uit te 
voeren. Te denken valt vooral aan screeningen (MRSA, VRE, 
salmonella, shigella, enzovoort), urines en sputa waarbij 
vooral chromogene media een belangrijke rol gaan spelen. 
Nadeel van deze aanpak zijn de investeringskosten. Deze zijn 
bij voldoende schaalgrootte echter goed te dragen. Tevens zit 
er een fors terugverdieneffect in reductie van de factor arbeid 
voor deze productie-eenheden.
Blijf ik de medische microbiologie leuk vinden? Ja natuurlijk!! 
De rol van de arts-microbioloog verandert niet wezenlijk. 
Alleen de technische kennis, nodig om een laboratorium goed 
te kunnen bestieren, neemt weer toe. En het vleugje mystiek? 
Dat zal altijd blijven want ‘the machine’ kan nooit alles aan.

De transmissieroute leidt naar mevrouw dr. A.M.W. van 
Elsacker-Niele, Laboratorium voor de Volksgezondheid in 
Friesland.
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Sentry Antimicrobial Surveillance Program heeft aangetoond 
dat de MRSA-prevalentie in ziekenhuizen wereldwijd 
verschilt. Tussen 1997 en 1999 was de prevalentie 
23 procent in Australië, 67 procent in Japan, 35 procent in 
Latijns-Amerika, 40 procent in Zuid-Amerika, 32 procent 
in de Verenigde Staten van Amerika en 26 procent in 
Europa.4,5 De prevalentie van MRSA in Europa varieert per 
land. De prevalentie van MRSA in landen met een search 

and destroy-beleid, de Scandinavische landen en Nederland, 
is laag (2 procent) in vergelijking met de andere Europese 
landen waar een MRSA-prevalentie tot 45 procent is aange-
toond.6 De lage MRSA-prevalentie in Nederland is mede 
te danken aan de screening van patiënten met een hoog 
risico voor MRSA-dragerschap, zoals personen die in een 
buitenlands ziekenhuis zijn behandeld voordat ze worden 
opgenomen in een Nederlands ziekenhuis, of gezondheids-
medewerkers uit het buitenland (search and destroy-beleid). 
Verder kan verspreiding van MRSA worden voorkomen 
door effectieve desinfectieprocedures, goede handhygiëne 
en strikte isolatie van personen die zijn gekoloniseerd 
met MRSA.7 Strikte naleving van deze werkwijze heeft 
de MRSA-prevalentie in Denemarken verlaagd van 30 
procent in de jaren zestig tot minder dan één procent op 
dit moment.8 
Het wereldwijd toenemende probleem van MRSA in de 
open populatie en het toenemend aantal Nederlandse 
patiënten dat in buitenlandse ziekenhuizen wordt 
behandeld, maakt continue aandacht voor het voorkómen 
van verspreiding van MRSA en het uitvoeren van preva-
lentieonderzoeken in Nederland noodzakelijk. Zeker 
nu grensoverschrijdende gezondheidszorg en vrije 
toegang tot gezondheidszorginstellingen een belangrijk 
aandachtsgebied binnen de Europese Unie (EU) zijn en 
multiresistente bacteriën zich via de patiënten kunnen 
verspreiden tussen de verschillende gezondheidszorg
instellingen. Verder dient aandacht te worden besteed 
aan de verspreiding van nosocomiale MRSA-stammen 
in gezinnen door gezondheidsmedewerkers, en de 
verspreiding van MRSA via huis- en landbouwdieren.9-12

De beschikbaarheid van een snelle detectiemethode voor 
MRSA is van groot belang voor zowel inperking van de 
verspreiding van MRSA als voor beperking van de duur 
dat patiënten in strikte isolatie dienen te blijven, hetgeen 
aanzienlijke kostenbesparingen kan opleveren 

Mechanisme van resistentie van MRSA
Het aangrijpingspunt van meticilline en andere 
bètalactamantibiotica is de penicillinebindende proteïne-2 
(PBP2). PBP2 heeft een hoge affiniteit voor bètalactam
antibiotica en is betrokken bij de peptidoglycaan
synthese van de celwand. Een alternatief PBP2, PBP2a, 
gecodeerd door het mecA- gen, heeft een lage affiniteit voor 
bètalactamantibiotica, waardoor de peptidoglycaansynthese 
van de celwand doorgaat ondanks de aanwezigheid van 

bètalactamantibiotica. Het gevolg hiervan is dat S. aureus-

stammen die het mecA-gen hebben, niet kunnen worden 
gedood door bètalactamantibiotica.13 
Het mecA-gen is gelegen op een mobiel genetisch element, 
het staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec). 
Zes SCCmec-typen (I t/m VI) zijn beschreven (figuur 1). 
SCCmec- typen I, IV, V en VI hebben alleen resistentie-
genen tegen bètalactamantibiotica. SCCmec-typen II en 
III hebben behalve resistentiegenen tegen bètalactamanti
biotica, ook resistentiegenen tegen andere klassen 
antibiotica doordat deze SCCmec-typen ingebouwde 
plasmiden en/of transposonen bevatten. Deze resisten-
tiegenen gelegen op SCCmec-typen II en III, zijn pI258 
(codeert voor resistentie tegen penicilline en zware 
metalen, zoals kwik), pT181 (codeert voor tetracyclineresis-
tentie), pUB110 (codeert voor aminoglycosidenresistentie) 
en Tn554 (codeert voor induceerbare macrolide, lincosamide 
en streptogramineresistentie (MLS)) (figuur 1). Verder zijn 
op het SCCmec-element de cassette chromosome recombi-

nase-genen (ccr) gelegen die zorgen voor de integratie en 
excisie van SCCmec in en uit het genoom van S. aureus. 
SCCmec-typen  I, II, III, IV en VI zijn geassocieerd met 
MRSA-isolaten die afkomstig zijn uit ziekenhuizen 
(hospital acquired (HA)-MRSA), terwijl SCCmec-typen 
IV en V zijn geassocieerd met MRSA-isolaten afkomstig 
uit de open populatie (community acquired (CA)-MRSA). 
SCCmec-type IV kan dus zowel in HA-MRSA- als in 
CA-MRSA-isolaten aanwezig zijn. Behalve de zes standaard 
SCCmec-typen zijn er momenteel minimaal 16 varianten 
beschreven en dit aantal zal naar verwachting alleen maar 
toenemen in de komende jaren. Naast MRSA bezitten 
meticillineresistente coagulasenegatieve stafylokokken 
(MRCNS) eveneens een SCCmec-element en het daarop 
gelegen mecA-gen.14-17

Detectiemethoden voor MRSA
MRSA wordt momenteel gedetecteerd met behulp van 
fenotypische microbiologische methoden, al dan niet 
gevolgd door moleculaire biologische technieken zoals de 
PCR of de real-time PCR-techniek, voor detectie van het 
mecA-gen. Een nadeel van conventionele PCR in verge-
lijking met real-time PCR is dat deze laatste gebruikmaakt 
van een gesloten systeem, waardoor de kans op contami-
natie met vreemd materiaal kleiner is. Verder is real-time 
PCR twee tot drie keer zo snel in vergelijking met de 
conventionele PCR.18 
Voor de isolatie van MRSA maken de fenotypische micro-
biologische methoden gebruik van selectieve media die 
oxacilline of een ander bètalactamantibioticum bevatten, 
die de productie van PBP2a induceren. Na isolatie van 
MRSA wordt de aanwezigheid van PBP2a aangetoond 
met behulp van een latexagglutinatietest, een immunolo-
gische test waarbij anti-PBP2a monoklonale antilichamen 
worden gebruikt. Deze test duurt enkele minuten.  

In sommige laboratoria wordt de aanwezigheid van mecA 
bevestigd met behulp van (real-time) PCR. Een nadeel van 
dergelijke methoden is de analysetijd, omdat de isolatie 
van S. aureus uit een complex monster een aantal dagen in 
beslag kan nemen. Daardoor kan het minimaal drie dagen 
duren voordat de uitslag bekend is. Patiënten die worden 
verdacht van MRSA-dragerschap dienen dus zeker drie 
dagen in isolatie te blijven, wat extra kosten met zich kan 
meebrengen.19 
Een andere methode voor de detectie van MRSA is het 
aantonen van het mecA-gen met behulp van de (real-time) 
PCR-techniek. Bij real-time PCR wordt het geamplificeerde 
PCR-product gedetecteerd met behulp van een probe die 
een fluorescerend label heeft. De detectie van het mecA-gen 
kan worden gecombineerd met de detectie van S. aureus- 

specifieke genen, zoals femA,20 femB,21 nuc22 of SA442.23 
Momenteel zijn in Nederland verschillende in-house-testen 
in gebruik of in ontwikkeling die op dit principe berusten. 
Een commerciële test die berust op de detectie van mecA 
en twee S. aureus-specifieke genen (coagulase en een house-

keeping-gen) met behulp van probes in een ELISA-formaat 
is de StaphyloResist®-test van AlphaOmega (Bouwel-
Goibbendonk, België). Deze test maakt echter gebruik van 
een open conventioneel PCR-systeem, waardoor de kans 
op contaminatie met vreemd materiaal groter is. Deze 
test kan in circa twee uur worden uitgevoerd, mits men de 
beschikking heeft over snelle real-time PCR-apparatuur. 
Deze en andere methoden die gebruikmaken van de 
detectie van mecA kunnen echter niet worden toegepast 
voor de detectie van MRSA direct op patiëntenmateriaal, 
aangezien zowel S. aureus als MRCNS gelijktijdig aanwezig 
kunnen zijn in klinische monsters die zijn genomen 
uit bijvoorbeeld de neus of van de huid. Er kunnen dus 
vals-positieve resultaten worden verkregen door de aanwe-

zigheid van mecA in MRCNS-stammen en femA, femB, 
nuc of SA442 in meticilline-gevoelige S. aureus (MSSA)-
stammen.24 Recent onderzoek in Duitsland, waar de 
prevalentie van MRSA 19 procent bedraagt, heeft echter 
aangetoond dat cokolonisatie van MRCNS en MSSA in de 
neus relatief laag is (3,4 procent). Toch zou een onaccep-
tabele positief voorspellende waarde van 40 procent worden 
verkregen bij gebruik van een test waarin zowel mecA als 
een S. aureus-specifiek gen wordt gedetecteerd.24 De orde 
van grootte van cokolonisatie van MRCNS en MSSA kan 
sterk variëren per afdeling; op de afdeling Neonatologie 
is de prevalentie meer dan 3,4 procent. Een selectieve 
verrijking voor MRSA vooraf of selectie van S. aureus met 
immunomagnetische deeltjes, kan bovenstaand probleem 
slechts gedeeltelijk oplossen.19,25 Francois et al. hebben een 
test ontwikkeld die berust op dit laatste principe. Bij deze 
test wordt S. aureus geprecipiteerd met behulp van een 
S. aureus-specifiek (S. aureus protein A (spa)) magnetisch 
gelabeld antilichaam, gevolgd door een kwantitatieve 
real-time PCR voor het mecA-gen en het femA-gen van 
S.  aureus en Staphylococcus epidermidis. Bij een hoge 
concentratie van mecA en het S. aureus-specifieke femA-gen 
is MRSA aanwezig. Met deze test is het mogelijk zes uur 
na monstername van een neuswat een uitslag te hebben. 
Een evaluatie met 48 monsters leverde een gevoeligheid 
van 100 procent en een specificiteit van 64 procent op.25 
Bovenstaande in overweging nemende is het beter een test 
te gebruiken die MRSA direct en specifiek kan aantonen 
in klinische monsters.

Directe en snelle detectiemethode voor MRSA
Momenteel is een aantal testen commercieel beschikbaar 
voor de directe en snelle detectie van MRSA in patiën-
tenmateriaal. Een test die berust op de niet-moleculaire 
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Figuur 1. Vereenvoudigde weergave van SCCmec-typen I t/m VI. De belangrijkste genen van de SCCmec-elementen (ccr, mecA, orfX, pI258, pT181, 
pUB110 en Tn554) zijn weergeven.17
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detectie van MRSA is de BacLite® Rapid MRSA-test 
(3M, Salisbury, Groot-Brittannië). Bij deze test wordt een 
neuswat in een selectief medium geïncubeerd, gevolgd 
door de precipitatie van S. aureus met behulp van een 
S. aureus-specifiek magnetisch gelabeld antilichaam. De 
detectie met behulp van ATP-bioluminicentie berust op 
de reactie 2 ADP → ATP + AMP, gekatalyseerd door het 
enzym adenylaatkinase (AK), een voor cellen essentieel 
house-keeping enzym. Het vrijgekomen ATP wordt 
vervolgens gemeten met behulp van een luciferaseassay.19,26 
De voordelen van deze test zijn de lage kostprijs (7 euro), 
de relatief gemakkelijke uitvoerbaarheid en het feit dat er 
geen PCR-apparatuur nodig is. De nadelen van deze test 
zijn dat deze test alleen is gevalideerd op neuswatten en 
een analysetijd heeft van vijf uur. De eerste evaluatieon-
derzoeken van deze test hebben een gevoeligheid van 90,4 
procent, een specificiteit van 95,7 procent en een negatief-
voorspellende waarde van 98,7 procent aangetoond.26 
De GeneOhm™ MRSA-test (IDI-MRSA™; BD, Quebec, 
Canada) is gebaseerd op de amplificatie van het linker
gedeelte van SCCmec-typen I, II, III, IVa, IVb en IVc 
waarop mecA is gelegen, en een specifiek gedeelte van 
het S. aureus-genoom, genaamd orfX. In de test wordt 
gebruikgemaakt van vijf forward primers die kunnen 
binden aan de verschillende typen SCCmec-elementen 
en een enkele reverse primer die bindt aan het S. aureus-
specifieke orfX-gen. Het geamplificeerde DNA wordt 
vervolgens gedetecteerd met behulp van drie fluoresce-
rende probes ( figuur 2). Omdat deze test gebruikmaakt 
van de snelle real-time PCR-techniek, kan de uitslag 
bekend zijn binnen één tot twee uur na monstername. 
De onderste detectiegrens van deze test is ongeveer 25 
kolonievormende eenheden (KVE).27 Er zijn negen evalu-
atieonderzoeken met de GeneOhm™ MRSA-test gepubli-
ceerd. Deze toonden aan dat de GeneOhm™ MRSA-test 

orfX

SCCmecReverse primer
Probe
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Figuur 2. Schematische weergave van het principe van de GeneOhm™ 
MRSA-test. In werkelijkheid maakt deze test gebruik van een set van 
primers en probes (oligonucleotiden met een fluorescente groep die 
worden gebruikt voor detectie door middel van real-time PCR).

Tabel 1. Overzicht van de negen evaluatieonderzoeken van de GeneOhm™ MRSA-test.

Onderzoek Prevalentie 
MRSA (%)

Aantal 
monsters

Gevoeligheid 
(%)

Specificiteit 
(%)

PPV  
(%)

NPV  
(%)

Huletsky et al.27 16 (Canada) 1.657 98,7 98,4 - -

Warren et al.29 57 (USA) 288 91,7 93,5 82,5 97,1

Huletsky et al.30 16 (Canada) 331 100,0 98,4 95,3 100,0

Wren et al.35 45 (UK) 1.879 95,0 98,8 84,4 99,6

Desjardins et al.32 16 (Canada) 287 96,0 96,0 98,0 90,0

Nhuyen Van et al.33 29 (Frankrijk) 682 100 96,0 70,0 100,0

Bishop et al.31 22 (Australië) 192 90,0 91,7 56,3 98,8

Drews et al.28 16 (Canada) 307 96,0 96,0 - -

Oberdorfer et al.34 19 (Duitsland) 320 92,3 98,6 75,0 99,6

Prevalentie van MRSA: ( ) het land waar het betreffende onderzoek is uitgevoerd
PPV = positief voorspellende waarde
NPV = negatief voorspellende waarde

een snelle en eenvoudige test is voor de detectie van 
MRSA met een gevoeligheid tussen 90 en 100 procent, 
een specificiteit tussen 91,7 en 98,8 procent, een positief-
voorspellende waarde tussen 56,3 en 98 procent en een 
negatiefvoorspellende waarde tussen 90 en 100 procent 
(tabel 1).27-35 Deze onderzoeken zijn uitgevoerd in landen 
met een hogere MRSA-prevalentie dan in Nederland, 
zoals Canada en de Verenigde Staten, hetgeen invloed 
heeft op de (positief ) voorspellende waarde (die in 
Nederland mogelijk lager is). 
De GeneOhm™ MRSA-test is verder verbeterd met als 
resultaat de GeneXpert® MRSA-test. Deze test die op 
hetzelfde principe berust als de GeneOhm™ MRSA-test, 
combineert de monstervoorbereiding en de real-time PCR 
in één apparaat. Door de automatische monstervoorbe-
reiding is de monsterverwerkingstijd slechts vijf minuten 
en kan deze test worden uitgevoerd door personeel dat 
niet is gekwalificeerd voor laboratoriumwerkzaamheden, 
zoals het verplegend personeel. Met deze methode is 
het mogelijk om een monster dat MRSA bevat met 
SCCmec-type I t/m V binnen twee uur op te sporen. De 
fabrikant geeft een detectiegrens aan van 50 CFU, een 
gevoeligheid van 95,6 procent en een specificiteit van 93,8 
procent. Momenteel zijn er nog geen evaluatieonderzoeken 
van deze test uitgevoerd.

Op dit moment is ook een andere PCR-test beschikbaar 
die op het hetzelfde principe berust als de GeneOhm™ 
MRSA-test. In deze test, de GenoType® MRSA Direct-test 
(Hain Lifescience, Nehren, Duitsland), wordt een conven-
tionele PCR-test gevolgd door een hybridisatiestap, waarbij 
het MRSA-specifieke PCR-fragment bindt aan probes 
die zijn gebonden aan een zogenaamde DNA-STRIP®. 
Deze test zou ongeveer vier uur in beslag nemen en biedt 
tevens de mogelijkheid om SCCmec-typen I t/m IV te 
detecteren. Deze test heeft een onderste detectiegrens 
tussen de 20 en 30 KVE. In een Duitse evaluatieonderzoek 
(MRSA-prevalentie 19 procent) met 508 monsters werd 
een gevoeligheid van 94,6 procent, een specificiteit van 
98,7 procent, een positiefvoorspellende waarde van 85,4 
procent en een negatiefvoorspellende waarde van 99,6 
procent gevonden.36 Deze testen hebben echter nadelen. Bij 
de deletie van SCCmec kunnen delen van de cassette achter-
blijven in het S. aureus-genoom. Indien alleen een deel van 
het linkergedeelte van de SCCmec-cassette achterblijft maar 
niet het mecA-gen, zou een vals-positief resultaat kunnen 
worden verkregen.37 Een recent onderzoek beschrijft een 
dergelijk vals-positief signaal met behulp van de GenoType® 
MRSA Direct-test bij een MSSA-stam. Aangetoond werd dat 
een fragment van circa 400 bp aanwezig was dat bestond 
uit het linkergedeelte van SCCmec en orfX.38 Het niet direct 
aantonen van mecA, zoals met de GeneOhm™ MRSA en 
de GenoType® MRSA Direct-test kan dus leiden tot vals-
positieve resultaten. Een ander nadeel is dat er steeds 
vaker nieuwe SCCmec-typen worden beschreven, vooral in 
MRSA-stammen in de open populatie. Nieuwe SCCmec-

typen zoals type V, vereisen een steeds verdere ontwik-
keling van de primers die binden op het SCCmec-element. 
Dit laatste probleem zou echter kunnen worden omzeild 
door gebruik te maken van een andere, conventionele PCR 
die is beschreven door Cuny et al.39 Deze test maakt gebruik 
van slechts twee primers, één voor elk SCCmec-element en 
één voor orfX. Deze test werd geëvalueerd op 100 MRSA-, 
100 MSSA- en 100 MRCNS-isolaten en gaf een gevoeligheid 
van 100 procent en een specificiteit van 100 procent. In 
tabel 2 wordt een overzicht gegeven van de directe en 

Tabel 2. Overzicht van de verschillende directe en snelle detectiemethoden voor MRSA.

Test Target Apparatuur Monster
verwerkingstijd 
(min)

Analysetijd 
(uur)

Kostprijs per 
monster (3)

StaphyloResist® mecA PCR 90 2 10

BacLite® Rapid MRSA MRSA BacLite® 5 5 7

GeneOhm™ MRSA SCCmec SmartCycler 60 3 15

GeneXpert® MRSA SCCmec GeneXpert 5 2 35

GenoType® MRSA 
Direct

SCCmec PCR 60 4 25

De monsterverwerkingstijd, de analysetijd en de kosten zijn schattingen.

snelle detectiemethoden van MRSA waarbij het target, 
de benodigde apparatuur, de monsterverwerkingstijd, de 
analysetijd en de kosten worden vergeleken. De BacLite® 
Rapid-test en de GeneXpert® MRSA-test worden beide 
gekenmerkt door een korte monsterverwerkingstijd; de 
GeneXpert® MRSA-test heeft daarentegen een veel kortere 
analysetijd, maar is ook de duurste test.
De eerste evaluaties van de GeneOhm™ MRSA-test, zoals 
weergegeven in tabel 1, zijn veelbelovend. Deze resultaten 
zijn echter afkomstig van onderzoeken in situaties met 
een relatief hoge prevalentie van MRSA. Om deze test 
ook in een situatie met een relatief lage prevalentie te 
evalueren is recent een Nederlandse onderzoek gestart, het 
MRSA-Direct-onderzoek, waarin 12 Nederlandse zieken-
huizen participeren. Dit onderzoek heeft als primair doel 
de kosteneffectiviteit van het routinematige gebruik van de 
GeneOhm™ MRSA-test in het kader van het Nederlandse 
search and destroy-beleid in kaart te brengen. Het onderzoek 
dat een periode van een jaar in beslag heeft genomen, 
bevindt zich momenteel in de evaluatiefase. De resultaten 
zullen openbaar worden gemaakt in een wetenschappelijke 
publicatie. Op dit moment is ook een evaluatieonderzoek 
gaande met de GeneXpert® MRSA-test.

Summary
The prevention of the dissemination of methicillin-resi-
stant Staphylococcus aureus (MRSA) poses a challenge to 
healthcare facilities since MRSA is hard to combat with 
antibiotics. As a consequence, the presence of MRSA 
in healthcare facilities leads to an increase of the cost 
of patient care due to infection control measurements. 
Therefore, rapid identification of MRSA strains, before they 
can disseminate, is crucial. However, the identification of 
MRSA using phenotypical microbiological methods may 
take up to five days, because S. aureus has to be isolated 
from a complex biological sample. Although molecular 
detection methods, such as the determination of the 
mecA gene by (real-time) PCR, are generally faster, they 
could previously not be used directly on patient samples, 
since these tests could not discriminate between MRSA 
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and methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci 
(MRCNS). However, novel molecular assays have recently 
been launched which are able to detect MRSA directly in 
patient material. In this paper, these tests will be discussed. 
In addition, a Dutch multi-center study, the MRSA-Direct 
study, will be described in which a rapid diagnostic test 
was used in a ‘search and destroy’ setting, and of which 
the results are currently being evaluated.
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Samenvatting
In de jaren ’90 van de vorige eeuw bestond, mede naar 
aanleiding van een epidemie onder hiv-patiënten in New York, 
de angst dat resistentie bij Mycobacterium tuberculosis een 
toenemend probleem zou worden. Inmiddels is gebleken 
dat in Nederland het voorkomen van resistentie zo goed als 
gelijk is gebleven. In bepaalde landen is resistentie echter wel 
een groot probleem en men moet bedacht zijn op resistentie 
wanneer patiënten deze gebieden hebben bezocht of daar 
zijn geboren. De verschillende bestaande methoden van 
resistentiebepaling en de toepasbaarheid ervan, zullen in dit 
artikel worden besproken, waarbij de nadruk ligt op nieuwe 
snelle technieken. Tevens zullen de indicaties voor versnelde 
resistentiediagnostiek worden besproken.

Trefwoorden: Resistentiebepaling bij tuberculose, multi-
drugresistentie (MDR), MDR-tuberculose 

Inleiding
Resistentie is een spontaan optredend verschijnsel in 
M. tuberculosis, de verwekker van tuberculose. Puntmutaties 
leidend tot resistentie tegen de twee sterkstwerkende 
middelen – isoniazide (INH) en rifampicine (RIF) – treden 
op met een frequentie van respectievelijk 10-7 tot 10-9 en 10-10 
per deling. Dit leidt dan tot een prevalentie van resistente 
bacteriën van respectievelijk één per 106 en één per 108. 
Omdat een gemiddelde tuberculeuze caverne ongeveer 107 
bacteriën bevat, zullen resistente bacteriën vaak spontaan 
ontstaan zonder antibiotische druk en zullen ze tijdens 
therapie worden uitgeselecteerd.1 Multidrugresistentie 
(MDR), gedefinieerd als resistentie tegen ten minste RIF 
en INH, zou dan dus optreden in één per 1014 (106 x 108) 
bacteriën.
In de jaren ’40 en ’50 van de vorige eeuw viel op dat resistentie 
snel optrad tijdens monotherapie met streptomycine of 
INH.2-8 Vanaf dat moment was duidelijk dat tuberculose 
alleen succesvol kon worden bestreden als een behandelings-
regime met meerdere middelen werd gebruikt, zowel voor de 
individuele patiënt als voor de volksgezondheid. 
Naast het voorschrijven van een te smal of te kort regime 
zijn slechte compliance, slechte kwaliteit van de tuberculo

statica (vooral in ontwikkelingslanden) en onvoldoende 
supervisie van de patiënt door de behandelende arts 
oorzaken van het ontstaan van resistentie.
Resistentie en MDR zijn in Nederland een relatief klein 
probleem. Hoewel er angst bestond dat het resistentiepro-
bleem enorm zou toenemen, zijn de percentages de laatste 
jaren hoogstens ongeveer gelijk gebleven (figuur 1). Voor INH, 
RIF en ethambutol waren de percentages voor onbehandelde 
tuberculose in 2005 respectievelijk 6,6, 1,5 en 0,8. MDR 
kwam in 0,9 procent van de gevallen voor (figuur 1).9

Omdat in Nederland de behandeling met vier middelen 
wordt gestart, zal resistentie tegen één middel geen directe 

consequenties hebben. Bij MDR werken de twee meest 
effectieve middelen niet meer en komt het succes van de 
behandeling in gevaar. 
In 2003 werd eenmalig een kleine epidemie van 
MDR-tuberculose gezien, waarbij vanuit één bronpatiënt 
uit Oost-Europa tien mensen besmet raakten, van wie er 
tot nu toe vier tuberculose ontwikkelden.9

Ondanks de lage prevalentie in Nederland moeten behan-
delaars zich realiseren dat die percentages in sommige 
landen beduidend hoger liggen (figuur 2). Landen met een 
hoge incidentie zijn de Baltische staten (Estland, Letland, 
Litouwen) en andere voormalige Sovjetrepublieken en 
Oostbloklanden, Rusland zelf, Iran en Zuidoost-Azië. Als 
immigranten uit die landen of toeristen die deze landen 
hebben bezocht, zich met tuberculose melden, moet aan 
(multidrug)resistentie worden gedacht (figuur 2). In Noord-
Amerika, West-Europa en Japan, maar ook in Afrika en 
Zuid-Amerika is de prevalentie van (multidrug)resistentie 
aanzienlijk lager.10  
Vanuit Zuidoost-Azië heeft zich recent een hypervirulente 
stam over de rest van de wereld verspreid: het Beijing-
genotype of clade. Deze stam is in de meeste landen van 
Zuidoost-Azië inmiddels het meest voorkomende genotype. 
Hoewel deze stam in Zuidoost-Azië niet met resistentie is 
geassocieerd, worden sporadisch in andere delen van de 
wereld epidemieën met MDR-bacteriën van dit genotype 
gezien.11 In Nederland is vijf tot tien procent van de isolaten 
van het Beijing-genotype, maar ook hier wordt geen 
associatie met resistentie gezien.12

Globaal kan worden gezegd dat aan (multidrug)resistentie 
moet worden gedacht wanneer patiënten eerder zijn 

behandeld, falen op therapie of wanneer ze uit Oost-Europa 
en Azië komen. In deze gevallen is het van belang snel in 
kaart te brengen met welke middelen de bacterie nog kan 
worden behandeld. Vooral het bepalen van de gevoeligheid 
voor RIF is van belang: RIF is één van de middelen waar 
MDR-isolaten ongevoelig voor zijn en RIF-resistentie 
wordt in het merendeel van de gevallen in combinatie met 
INH-resistentie gezien. RIF-resistentie is dus een marker 
voor MDR (figuur 1).
De recent beschreven epidemische verheffing van 
extensively drug resistant (XDR)-isolaten in zuidelijk Afrika13, 
die behalve voor INH en RIF ook ongevoelig zijn voor ten 
minste één van de fluorchinolonen en voor één van de 
drie injectables (amikacine, kanamycine of capreomycine) 
noopt ook tot waakzaamheid bij patiënten afkomstig uit 
die regio. In Nederland zijn dergelijke isolaten uitermate 
zeldzaam; bij het RIVM wordt er gemiddeld één per jaar 
gezien (Kremer, persoonlijke mededeling). 
In dit artikel wordt een overzicht gegeven van de verschil-
lende beschikbare methoden om resistentie vast te stellen: 
de conventionele methode en een aantal manieren om de 
gevoeligheid versneld te bepalen, waarbij de nadruk op 
commercieel verkrijgbare methoden zal liggen.

Conventionele gevoeligheidsbepalingen
Bij het RIVM wordt van alle in Nederland geïsoleerde M. 

tuberculosis-complexisolaten het resistentieprofiel bepaald 
met de minimaal remmende concentratiemethode (MIC) 
op 7H10-medium volgens een agardilutie. Hierbij wordt 
op kwantitatieve wijze (proportioneel) gemeten bij welke 
concentratie van tuberculostatica de groei van mycobacteriën 
wordt geremd. De MIC is die concentratie waarbij de groei 
van meer dan 99 procent van het inoculum wordt geremd.14 
Hiervoor dient een gekweekt isolaat te worden ingestuurd 
waarna de uitslag circa twee tot vier weken later volgt.

Colorimetrische gevoeligheidsbepalingen
Tijdwinst kan worden behaald door van gekweekte 
kolonies van vaste voedingsbodems of medium van 
positieve vloeibare cultures een zogenoemde éénpunts
bepaling in vloeibaar MGIT- of BACTEC-medium te doen. 
Hierbij wordt de groei van mycobacteriën gemeten bij 
een breekpuntconcentratie van een tuberculostaticum.14 
Resistentie wordt aangetoond wanneer in aanwezigheid 
van een tuberculostaticum sneller groei wordt gezien dan 
bij een honderdmaal kleiner inoculum zonder tubercu-
lostaticum. Deze bepalingen zijn binnen 7 tot 21 dagen 
uit te voeren.
Er is ook een aantal niet commerciële alternatieven 
beschreven om colorimetrisch de gevoeligheid vast 
te stellen. Zo is er de nitrate reductase assay (NRA) 
waarbij gebruik wordt gemaakt van het vermogen van 
mycobacteriën om nitraat in nitriet om te zetten.15 Andere 
methoden om levende bacteriën in aanwezigheid van 
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Figuur 1. Prevalentie van resistentie voor vier tuberculostatica in 
Nederland van 1998 tot en met 2005 van isolaten die naar het RIVM 
werden opgestuurd.9

Figuur 2. Prevalentie van multidrugresistente tuberculose onder 
onbehandelde (A) en eerder behandelde (B) patiënten. Bron: World 
Health Organization (WHO, 2006).
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tuberculostatica aan te tonen zijn Alamar Blauw16 of een 
tetrazoliumzout (MTT).17 Deze methoden zijn simpel en 
goedkoop en de snelheid, sensitiviteit en specificiteit zijn 
vergelijkbaar met de commerciële systemen. 

Mycobacteriofagen
Mycobacteriofagen zijn viruspartikeltjes die alleen levende 
mycobacteriën kunnen infecteren. Van deze eigenschap 
wordt op twee verschillende manieren gebruikgemaakt. 
In de luciferase reporter phage assay worden fagen gebruikt 
die luciferase tot expressie brengen. De fagen worden 
toegevoegd aan mycobacteriën in aanwezigheid van een 
tuberculostaticum. Aangezien de fagen zich alleen kunnen 
vermenigvuldigen in levende mycobacteriën duidt detectie 
van licht op resistentie en afwezigheid op gevoeligheid.
Bij de commercieel verkrijgbare methode FASTPlaqueTB™ 
(Biotec Laboratories Ltd., Ipswich, Verenigd Koninkrijk) 
worden fagen ook toegevoegd aan mycobacteriën in aanwe-
zigheid van een tuberculostaticum. Vervolgens worden de 
fagen geïnactiveerd. Fagen die al in het genoom van een 
resistente bacterie zijn geïntegreerd, zullen echter overleven 
en hun gastheer lyseren. Deze vrijkomende fagen worden 
vervolgens aan een plaat met sensorcellen toegevoegd 
waardoor duidelijk herkenbare plaques ontstaan. Met deze 
methoden kan vanuit een primair isolaat de gevoeligheid 
in twee tot vier dagen worden bepaald. Een direct op 
sputum toepasbare variant (FASTPlaque-Response™) is 
inmiddels ook verkrijgbaar. In een meta-analyse laten Pai 
et al. zien dat de sensitiviteit van de FASTPlaqueTB goed is, 
bij vijf van de zes evaluaties is deze hoger dan 95 procent, 
terwijl de specificiteit van drie van de zes evaluaties lager is 
dan 90 procent.18 Ongestandaardiseerde afkapwaardes en 
vermenigvuldiging van fagen in atypische mycobacteriën 
zouden de oorzaak van de teleurstellende specificiteit zijn. 
Een voordeel van deze test is de relatief lage kostprijs. 
 
Microscopic Observation Drug Susceptibility assay
Microscopic Observation Drug Susceptibility assay (MODS) 
is een kweekmethode waarbij klinisch materiaal van 
een patiënt in een 3x4-well microtiterplaat in vloeibare 
Middlebrook-7H9-bouillon wordt geïncubeerd. Aan de 
verschillende wells kunnen verschillende concentraties 
tuberculostatica worden toegevoegd. De microtiterplaat wordt 
vervolgens in een plastic zak geseald waarna regelmatig 
onder de microscoop wordt gekeken of er groei van M. tuber-

culosis is te zien. Door de vorming van cord factor hebben M. 

tuberculosis-microkolonies een zeer karakteristiek uiterlijk 
dat zowel van banale bacteriën als van niet-tuberculeuze 
mycobacteriën is te onderscheiden. Mycobacterium chelonae 

vormt als enige van de niet-tuberculeuze mycobacteriën ook 
cord factor, maar deze is door de groeisnelheid (aanzienlijk 
sneller) van M. tuberculosis te onderscheiden.
In 2000 werd MODS voor het eerst beschreven en sindsdien 
verschijnen er met enige regelmaat positieve publicaties.19 

In een recente publicatie in The New England Journal of 

Medicine wordt deze methode prospectief vergeleken met 
conventionele kweek op vaste en vloeibare media.20 Kweken 
werden met MODS gemiddeld positief in zeven dagen 
(tegenover 13 en 26 dagen in respectievelijk vloeibare en 
vaste media) en de gevoeligheid was ook in gemiddeld zeven 
dagen bekend. Zowel sensitiviteit als specificiteit waren voor 
RIF 100 procent, voor INH was dat respectievelijk 84,6 en 
99,6 procent. MODS lijkt dus een aantrekkelijk sneller 
alternatief voor zowel kweek als gevoeligheidsbepaling.
Er zijn echter ook nadelen. Het op het oog leren beoordelen 
van de microkolonies vereist de nodige training. 
Onvoldoende ervaring kan aanleiding geven tot fout-
positieve uitslagen (Maxine Caws en Dang Thi Minh Ha, 
persoonlijke mededeling). Mede hierom is het ook niet aan 
te bevelen MODS te implementeren in een lab waar maar 
weinig positieve kweken met M. tuberculosis worden gezien. 
Verder is het beoordelen van de microtiterplaten op groei 
veel arbeidsintensiever dan het op groei beoordelen van 
vaste media of het werken met geautomatiseerde vloeibare 
kweeksystemen. 

PCR
Resistentie kan ook worden gedetecteerd door het met 
behulp van PCR amplificeren van genen van de bacterie 
waarin zich met resistentie geassocieerde mutaties 
bevinden. Voor de meeste tuberculostatica zijn deze 
mutaties in kaart gebracht. Puntmutaties in rpoB 

geven aanleiding tot 95 procent van de gevallen van 
RIF-resistentie, INH-resistentie wordt veroorzaakt door 
mutaties in katG (55 procent), inhA (15 procent) en andere 
genen.21,12 De aanwezigheid van mutaties kan worden 
aangetoond door bijvoorbeeld hybridisatie met probes 
tijdens real-time PCR of na amplificatie (bijvoorbeeld line 

probe assay, zie hierna), door de gehele sequentie te bepalen 
(sequencing), door gebruik te maken van restrictie-enzymen 
die een gemuteerd gen wel of niet knippen (restriction 

endonuclease assay, REA) of door verschillende migratie
snelheden in een gel van wildtype en mutant DNA. Het 
voordeel van PCR is dat het in principe direct op klinisch 
materiaal kan worden toegepast. De sensitiviteit is echter 
hoger op gekweekte isolaten. Nadelen zijn dat voor elk 
gen een aparte PCR moet worden opgezet en dat deze 
methoden experimenteel en niet gestandaardiseerd zijn, 
met uitzondering van line probe assays.
Bij deze line probe assays wordt PCR-product op een stripje 
aangebracht waarop probes zijn geïmmobiliseerd die met 
wildtype of mutant DNA hybridiseren. Hybridisatie wordt 
vervolgens met een kleurreactie zichtbaar gemaakt.
Innogenetics (Gent, België) produceert de Inno-LiPA-RIF 
om RIF-resistentie geassocieerde mutaties in het rpoB-gen 
vast te stellen en Hain Lifescience (Nehren, Duitsland) de 
Genotype MTBDR, waarmee zowel RIF- als INH-resistentie 
kan worden aangetoond in respectievelijk rpoB en katG. De 

testen zijn in principe ontwikkeld om te gebruiken op DNA 
van gekweekte isolaten, maar ook het directe gebruik op 
uit sputum geïsoleerd DNA is beschreven. Voor RIF is 
de sensitiviteit van beide testen meer dan 95 procent en 
de specificiteit nagenoeg 100 procent.22,23 Voor INH is 
de sensitiviteit afhankelijk van de lokale prevalentie van 
de katG-mutatie die met de test wordt aangetoond. In 
Nederland is dit slechts 55 procent.12 Voor direct gebruik 
op sputum wordt voor die mutatie een sensitiviteit tussen 
80 en 100 procent gevonden.23

De testen zijn relatief gemakkelijk uit te voeren, vooral voor 
laboratoria die al ervaring hebben met het gebruik van 
line probe assays voor de determinatie van mycobacteriën. 
Knelpunten zijn de strikte temperatuurcondities bij de 
hybridisatiestap en de mogelijkheid van kruiscontaminatie 
bij de verschillende incubatie- en wasstappen die moeten 
worden uitgevoerd, terwijl de strips in een meegeleverd 
plastic bakje naast elkaar in verschillende welletjes liggen. 
Dit laatste risico is kleiner bij de Inno-LiPA-RIF, omdat 
daarbij losse welletjes voor één strip op enige afstand van 
elkaar in een houder kunnen worden geplaatst.

Conclusie
Vanwege de lage prevalentie van MDR in Nederland 
is het maar zelden geïndiceerd om versneld de gevoe-
ligheid van M. tuberculosis-isolaten te bepalen. De hier 
beschreven feno- en genotypische methoden hebben 
allemaal een uitstekende sensitiviteit en specificiteit. 
Omdat het in de praktijk hooguit een paar keer jaar per 
laboratorium voor zal komen dat er vraag is naar versnelde 
gevoeligheidsbepaling, lijkt het aan te bevelen methoden te 
gebruiken die verwant zijn aan methoden waarmee in het 
eigen laboratorium al ervaring is opgedaan, bijvoorbeeld 
éénpuntsbepaling in een geautomatiseerd systeem voor 
kweek in vloeibaar medium. Laboratoria die al line probe 

assays gebruiken voor determinatie van mycobacteriën 
kunnen gemakkelijk een line probe assay voor gevoelig-
heidsbepaling implementeren. Het succesvolle gebruik op 
direct materiaal is weliswaar een aantal keren beschreven, 
maar omdat de testen hiervoor niet zijn gevalideerd, dienen 
resultaten in de praktijk met het nodige voorbehoud te 
worden behandeld.
De resultaten uit de verschillende MODS-onderzoeken 
zijn zeer hoopgevend. Het gebruik hiervan lijkt echter 
alleen zinvol in gespecialiseerde laboratoria waar zeer vaak 
positieve tuberculosekweken worden gezien.

Summary
In the last decennium of the 20th century, when an 
epidemic among HIV patients in New York City was seen, an 
increase of resistance among Mycobacterium tuberculosis was 
anticipated. However, since then the prevalence of resistance 
in The Netherlands has remained stable. But in some 
countries there has been an increase in resistant isolates 

and physicians should be aware of this when their patients 
develop tuberculosis after a visit to such a country, or when 
they were born there. The different available methods of 
resistance diagnostics and the applicability in the routine 
microbiology lab will be discussed in this article, with an 
emphasis on newer, rapid technologies. Furthermore, the 
indications for ordering a rapid test will be discussed. 
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Samenvatting
In juni 2006 was het 25 jaar geleden dat aids voor het 
eerst werd beschreven. Van een in die tijd dodelijke 
ziekte is het steeds meer een chronische ziekte geworden, 
althans in de westerse wereld. Dit ging echter niet 
zonder bijwerkingen zoals lipodystrofie, cholesterol- en 
vetzuurproblemen, verhoogd cardiovasculair risico en 
een verhoogde kans op bepaalde vormen van kanker. 
Ondanks het grote succes van de antiretrovirale therapie 
blijft ontwikkeling van nieuwe middelen en basale 
research nodig, omdat er tegen de bestaande therapieën 
toch steeds weer resistentie ontstaat. De langetermijn-
bijwerkingen van de verschillende middelen worden 
langzaamaan duidelijk en deze zijn dan weer aanleiding 
tot nieuwe research.

Trefwoorden: hiv-behandeling, antiretrovirale therapie, 
NRTI’s, NNRTI’s

Inleiding
In juni 2006 was het 25 jaar geleden dat een uiting van 
het acquired immune deficiency syndrome (aids) voor het 
eerst werd beschreven. Vijf homoseksuele patiënten in 
Los Angeles, Californië presenteerden zich met een 
pneumonie veroorzaakt door Pneumocystis carinii (tegen-
woordig aangeduid als Pneumocystis jiroveci).1 Sinds die 
tijd is er veel onderzoek verricht naar de pathogenese van 
hiv en de mogelijke aangrijpingspunten voor therapie en 
is er veel duidelijk geworden. Gedurende de eerste 15 jaar 
was aids een aandoening met een hoge morbiditeit en 
mortaliteit. Inmiddels is het een ziekte die met medicatie 
goed onder controle is te houden. De mogelijke bijwer-
kingen van de medicamenteuze behandeling op langere 
termijn zijn echter deels nog onbekend en tot nu toe 
onbegrepen (verhoogd cardiovasculair risico, lipodystrofie, 
osteopenie en maligniteiten). In schril contrast hiermee is 
de situatie in de ontwikkelingslanden waar aids nog steeds 
een belangrijke doodsoorzaak is. Er worden vijf miljoen 
nieuwe infecties met het humaanimmunodeficiëntie-
virus (hiv) per jaar geregistreerd, 50 procent treft vrouwen 
en meer dan 40 procent van nieuwe hiv-geïnfecteerden 
zijn jongeren tussen 15 en 24 jaar. De gevolgen van een 
falende preventie en onvoldoende infrastructuur van de 

gezondheidszorg in veel ontwikkelingslanden vormen 
een belemmering om een adequate behandeling van grote 
patiëntenpopulaties mogelijk te maken. 

Pathogenese hiv-infectie
Hiv infecteert specifiek de CD4+-T-cellen. Door een voort-
schrijdend inzicht in de virale replicatie van hiv zijn 
antiretrovirale middelen ontwikkeld die op verschillende 
punten van de cyclus aangrijpen. In 1986 kwamen de 
eerste werkzame middelen beschikbaar in een research 

setting. Dit waren alleen middelen uit de groep nucleoside 
reverse transcriptaseremmers (NRTI’s) waarvan zidovudine 
(AZT) de eerste was. Hiermee werd slechts één stap in 
de cyclus afgeremd, het reverse transcriptase (figuur 1). 
Monotherapie en/of duotherapie van NRTI’s resulteerde(n) 
in onvoldoende virale suppressie en daardoor tot selectie 
van voor NRTI’s ongevoelige gemuteerde stammen. In 1995 
werd het mogelijk antiretrovirale therapie te monitoren 
door het aantal hiv-virusdeeltjes in het bloed (virale load) te 
meten met behulp van hiv-PCR (polymerase chain reaction). 
In 1996 werden op grote schaal twee groepen nieuwe 
antiretrovirale middelen ingevoerd met een ander aangrij-
pingspunt: proteaseremmers (PI’s) en non-nucleoside 
reverse transcriptaseremmers (NNRTI’s). Bij combinatie 
van ten minste drie middelen uit twee groepen bleek 
volledige suppressie van hiv mogelijk. PI’s remmen het 
protease-enzym dat nodig is bij de essemblage van nieuwe 
viruspartikels uit de CD4-cel (figuur 1). De eerste generatie 
middelen uit deze groep (indinavir, ritonavir en saquinavir) 
leidde voor het eerst tot het langere tijd ondetecteerbaar 
houden van de virale load (hiv-RNA). Dit resulteerde in 
normalisatie of in elk geval verbetering van het CD4+-T-

Bijsluiter
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celaantal. Een belangrijk probleem bij de toen beschikbare 
regimes waren de gastro-intestinale bijwerkingen. De 
laatste vijf jaar zijn er verschillende proteaseremmers 
ontwikkeld, met minder ernstige bijwerkingen en een 
patiëntvriendelijker doseringsregime. De middelen uit de 
groep van NNRTI’s (nevirapine en efavirenz) hebben een 
lage pilcount en een gunstig bijwerkingenprofiel.
De laatste jaren zijn er nieuwe antiretrovirale middelen 
ontwikkeld die hun aangrijpingspunt buiten de cel 
hebben. Het eerste middel was enfuvirtide (T20), dat de 
fusie tussen hiv en de CD4+-T-cel remt (figuur 1). Hiermee 
ontstond voor patiënten met resistentie tegen verschil-
lende klassen antiretrovirale middelen een mogelijkheid 
voor behandeling. Nadelen van dit middel zijn de toedie-
ningswijze via een subcutane injectie en de lokale bijwer-
kingen. Naast de fusieremmers werden ook remmers 
van voor hiv belangrijke receptoren ontwikkeld, zoals de 
CCR5- en de CXCR4-receptor. Van de eerste CCR5-remmer 
maraviroc (Celsentri) zijn de 48-weeksresultaten bekend; 
de registratieaanvraag volgt binnenkort. Blokkers van de 
CXCR4-receptor zijn nog te ver van klinische toepassing 
om daarover veel te kunnen zeggen. De laatste ontwik-
keling in de markt is de aankomende registratie van 
raltegravir (Isentress). Dit middel remt het virale enzym 
integrase (figuur 1). De eerste resultaten in fase-I- en 

fase-II-onderzoeken tonen een zeer sterk en snel antire-
troviraal effect. Vergelijkende fase-III-onderzoeken lopen 
momenteel. Tevens komt er dit jaar een early-access-
programma. 

Bijwerkingen 
Het succes van Highly Active Anti Retroviral Therapy 
(HAART), de drastische daling van de morbiditeit en 
mortaliteit, had een prijs. Naast de initiële bijwerkingen 
zoals maag- en darmbijwerkingen (vooral diarree en 
misselijkheid), huiduitslag (nevirapine), anemie (AZT), 
medicamenteuze hepatitis (nevirapine) en een overgevoe-
ligheidsreactie (abacavir), herkende men geleidelijk aan 
steeds meer bijwerkingen op de lange termijn (tabel 1). 
Zo bleken vooral een aantal NRTI’s op langere termijn 
nadelige effecten te hebben op de mitochondriën van de 
menselijke cellen.2 Hierdoor wordt het metabolisme van de 
menselijke cellen geremd. Mogelijk dat dit in-vitro-effect 
is geassocieerd met bijwerkingen in vivo. Aanvankelijk 
werd lipodystrofie toegeschreven aan het gebruik van PI’s. 
Later ontstond de hypothese dat lipodystrofie een gevolg 
zou kunnen zijn van mitochondriale toxiciteit en dus een 
bijwerking van NRTI’s. Met name de thymidineanalogen 
stavudine (d4T) en in mindere mate ook zidovudine 
(AZT) zijn geassocieerd met lipodystrofie. De werkelijke 
pathogenese van deze bijwerking is echter nog steeds 
onzeker. 
Naast de effecten op de vetverdeling blijken hiv-remmers 
ook invloed te kunnen hebben op de vetstofwisselling 
(cholesterol- en triglyceridenveranderingen). Zoals 
in de CBO-richtlijn Antiretrovirale behandeling wordt 
aangegeven, kunnen proteaseremmers hyperlipoproteï-
nemie luxeren waardoor het nodig kan zijn de protease
remmer te vervangen door een ander middel uit een 
andere klasse. Verder is ook bekend dat bij mensen met 
een pre-existent verminderde glucosetolerantie diabetes 

Figuur 1. Stappen in de hiv-replicatie: 1. binding en fusie van hiv aan de 
CD4-receptor (remming via enfuvertide en CCR5-blokkers) 2. reverse 
transcriptase (omzetten van hiv-RNA in ds-DNA, remming via NRTI’s 
en NNRTI’s) 3. integratie van hiv-DNA in humaan DNA van de CD4-cel 
(remming via integraseremmers) 4. transcriptie van hiv-DNA (geen 
remmers bekend) 5. assemblage, door protease-enzymen gereguleerd 
proces (remming via proteaseremmers) 6. budding van nieuwe virus
partikels uit de CD4-cel (geen remming bekend). 

Tabel 1. Bijwerkingen die worden waargenomen onder antiretrovirale 
therapie en verhoogde kansen op bepaalde ziekten door een hiv-infectie 
op zich. 

Kortetermijneffecten Langetermijneffecten

Gastro-intestinale 
bijwerkingen

Medicamenteuze hepatitis

Huidrash Lipoatrofie/-dystrofie

Anemie Cholesterol-/
vetstofwisselingsproblemen

Medicamenteuze hepatitis Diabetogeen

Hypersensitiviteitssyndroom Osteopenie/osteoporose

Cholesterol-/
vetstofwisselingsproblemen

Verhoogd risico op cardiovas-
culaire incidenten

Diabetogeen Hogere kans op lymfoom, 
cervixcarcinoom en 
rectumcarcinoom

mellitus kan worden geluxeerd door het gebruik van een 
proteaseremmer. 
Uit het recent gepubliceerde DAD-onderzoek lijken 
hiv-patiënten een hogere kans te hebben op cardiovas-
culaire incidenten.3 Dit zal met behulp van cohortonder-
zoeken met matching op leeftijd, ras, geslacht en roken 
moeten worden aangetoond. 
In de nieuwere registratieonderzoeken krijgt de ontwik-
keling van osteopenie en osteoporose steeds meer 
aandacht. Er zijn onderzoeken opgezet met onder andere 
sequentiële botdichtheidsonderzoeken (DEXA-scans) om 
het ontstaan van osteoporose te onderzoeken tijdens de 
behandeling met HAART. Aanleiding hiervoor is de 
hoge prevalentie van osteoporose en osteopenie in cross-
sectionele onderzoeken bij hiv-geïnfecteerde patiënten met 
en zonder behandeling. 
Een andere belangrijke ‘bijwerking’ van hiv of van de 
therapie is de mogelijk hogere kans op de ontwikkeling 
van maligniteiten. Zo komt non-hodgkinlymfoom vaker 
voor bij hiv-positieve patiënten, ook in het HAART-
tijdperk. De waargenomen hoge prevalentie van 
afwijkende cervixcytologie en anuscarcinoom bij hiv-posi-
tieve patiënten is gerelateerd aan de hoge prevalentie van 
multipele oncogene types van het humaan papillomavirus 
dat ook met HAART niet verdwijnt. Zo wordt geadviseerd 
bij hiv-positieve vrouwen jaarlijks een cervixuitstrijk te 
maken. Een geschikte screening op anuscarcinoom is 
nog niet beschikbaar en bevindt zich momenteel nog in 
een klinische onderzoeksfase. Bij gelijke antiretrovirale 
effectiviteit is het voor de individuele patiënt van belang 
bij het voorschrijven rekening te houden met de verschil-
lende bijwerkingen van de diverse middelen. 

Therapietrouw
Het effect van de antiretrovirale therapie wordt bewerk-
stelligd door remming van de replicatie van hiv. Voor 
dit effect is het van belang dat de antihiv-medicatie zo 
nauwkeurig mogelijk wordt ingenomen. Een in 2000 
gepubliceerd onderzoek toonde aan dat 95 tot 100 procent 
therapietrouw noodzakelijk is voor therapiesucces. 
Therapietrouw is onder andere geassocieerd met ziekte-
inzicht, motivatie, doseringsregimen, dieetrestricties en 
bijwerkingen. Patiënten met psychiatrische problematiek, 
bijvoorbeeld met een verslaving, en allochtone patiënten 
hebben een verhoogd risico op falen.4 Voordat een hiv-ge-
ïnfecteerde patiënt start met antiretrovirale therapie wordt 
er uitgebreid informatie verstrekt. De verpleegkundig 
aidsconsulent speelt hierin een belangrijke rol. Gedurende 
de eerste maanden treden de initiële bijwerkingen en 
de meeste complicaties van immuunreconstitutie op. 
Vroegtijdige interventie voorkomt virologisch falen en het 
selecteren van resistente gemuteerde stammen. 

Resistentie
De volledige populatie van hiv-viruspartikels (quasi
species) wordt zonder behandeling vooral overheerst 
door het zogenoemde wildtypevirus. Er is echter een 
grote turn-over van hiv-partikels aangezien de repli-
catiesnelheid circa 1010 replicaties per dag is. Dit gaat 
gepaard met 105  -  106 “vergissingen” tijdens replicatie. 
Zo ontstaan spontane mutaties waarvan vele gelukkig 
niet levensvatbaar zijn. De wel levensvatbare spontaan 
ontstane mutaties kunnen zo echter wel een virale 
resistentie voor bepaalde groepen hiv-remmers tot gevolg 
hebben. Het ontstaan van primaire virale mutaties 
tegen een antiretroviraal middel heeft vaak tot gevolg 
dat de virale fitness daalt, wat zich uit in een lagere 
replicatiesnelheid. In reactie hierop selecteert het virus 
de zogenaamde secundaire mutaties die de fitness weer 
verbeteren. Inadequate therapie en/of te lage spiegels van 
antiretrovirale middelen zijn de belangrijkste oorzaak 
voor de selectie van mutaties. 
De kans op zogenaamde primaire resistentie bij een 
nieuwgeïnfecteerde individu blijkt onder homoseksuele 
mannen tien procent te zijn.5 Bij deze groep patiënten 
wordt daarom geadviseerd in het eerste bloedmonster een 
resistentiebepaling te verrichten. Hiermee kan rekening 
worden gehouden als de patiënt met antiretrovirale 
medicatie moet beginnen. 

Conclusie
Er is in 25 jaar met betrekking tot hiv veel veranderd. Van 
een dodelijke ziekte lijkt hiv een meer chronische ziekte te 
worden met nog steeds veel bijkomende problemen, maar 
wel met een beter toekomstperspectief. De keuze van het 
antiretrovirale regime wordt steeds meer bepaald op basis 
van bijwerkingen en resistentiepatroon. Ontwikkeling 
van nieuwe medicatie zal belangrijk blijven voor de 
toekomst. 

Summary
In June 2006, hiv/aids had its 25 years anniversary. 
In these years, it changed from a disease with a high 
mortality to a more chronic disease, at least in the 
developed world. This success came with the price 
of a higher morbidity of other medical problems like 
lipodystrophy, cholesterol metabolism interactions, 
higher cardiovascular risk, and a higher incidence 
of certain types of cancer. Notwithstanding the great 
success of the developed anti-retroviral treatment which 
is accompliced, basic research and the development of 
new therapy strategies is still needed. Development 
of resistance and growing knowledge about long term 
adverse effects of therapy are two main reasons for new 
research projects. 
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Trefwoorden: H-index, citatiescore, prestatie-indicator, 
‘publish and perish’

In de uitgave van NTMM mei 2006 maakte redacteur 
dr.  Jacques Meis ons attent op de mogelijkheid om via 
Google™ Wetenschap (http://scholar.google.nl) snel en 
eenvoudig na te gaan hoe het staat met de impact van 
de publicaties van een bepaalde wetenschapper. Door 
de initialen en achternaam van de wetenschapper in het 
zoekvenster van Google™ Wetenschap in te vullen en 
vervolgens op Zoeken te drukken, verschijnt een lijstje 
van de publicaties van die wetenschapper in de volgorde 
van hun citatiescore; het meest geciteerde artikel staat 
bovenaan, daarna het op één na meest geciteerde artikel, 
etc. Voor elk artikel staat het aantal citaties vermeld. 
Het gaat niet alleen om wetenschappelijke artikelen die 
in PubMed zijn te vinden, maar om alle publicaties die 
de zoekmachine Google™ via het internet kan vinden 
(bijvoorbeeld ook patenten). Analyse en vergelijking van 
dergelijke citatielijstjes van verschillende wetenschappers 
is daarmee in beginsel mogelijk. Dergelijke analyses van 
prestatie-indicatoren zijn in toenemende mate populair in 
de wetenschap en de gezondheidszorg, omdat ze bijdragen 
aan het afleggen van verantwoording van wetenschappers 
en zorgverleners aan de maatschappij. Ook de financiering 
van zorg en wetenschap zal, naar verwachting, steeds meer 
afhankelijk worden van de geleverde prestaties.
Zo zijn er de afgelopen jaren enkele ‘indexen’ voorgesteld 
die de vergelijking van de prestaties van individuele weten-
schappers standaardiseren en daardoor vergemakkelijken. 
De nu meest bekende is wel de zogenoemde Hirsch-index, 
of H-index, die door E.J. Hirsch in 2005 werd gepubliceerd. 
De H-index heeft als doel de cumulatieve impact van de 
wetenschappelijk artikelen van een persoon te meten, het 
aantal citaties van zijn/haar werk te tellen en dat aantal uit 
te drukken in de H-index. De H is gelijk aan het aantal 
publicaties van een wetenschapper die elk ten minste 
H-maal zijn geciteerd, terwijl alle overige artikelen van 
die wetenschapper minder vaak dan H-maal zijn geciteerd. 
Met andere woorden, men neme de bovengenoemde 
door Google™ Wetenschap geproduceerde lijst en loopt 

die af tot men in die rij de publicatie vindt die hetzelfde 
rangnummer heeft als het aantal malen dat deze geciteerd 
is. Binnen het Nederlandse wetenschapsgebied medische 
microbiologie en infectieziekten blijkt de H-index te 
variëren tussen 0 (= wetenschapper wiens publicaties nooit 
zijn geciteerd) en ongeveer 50 (= wetenschapper met 50 
publicaties die elk ten minste 50 maal zijn geciteerd). Er 
zijn in Nederland buiten dit wetenschapsgebied ‘toppers’ 
van wie de H-index nog een stuk hoger ligt.
Voor het berekenen van de H-index en enkele andere 
prestatie-indexen is tegenwoordig een programma 
beschikbaar onder de veelbelovende naam Publish or Perish 
(gratis te downloaden via www.harzing.com/resources.
htm#/). Om u de moeite te besparen c.q. een voorproefje te 
geven, is hieronder een overzicht (per juni 2007) afgedrukt 
van een groot aantal Nederlandse wetenschappers op het 
gebied van de medische microbiologie en infectieziekten, 
gerangschikt naar hun H-index. De lijst pretendeert niet 
volledig te zijn noch geheel accuraat. Bij namen die in 
Nederland veel voorkomen (De Groot of De Vries) is het 
lastig alleen de juiste publicaties te laten meetellen, maar 
met enig gepuzzel lukt dat toch goed.
Wat de lijst voorstelt laat ik graag aan de lezer zelf over, 
maar het is duidelijk dat de cijfers een kwantitatief beeld 
geven van de impact van onze Nederlandse wetenschappers 
op het gebied van de medische microbiologie en infectie-
ziekten. Een van de beperkingen van de H-index is dat 
het een cumulatieve score is waardoor de leeftijd van 
de persoon onvermijdelijk een confounding effect heeft. 
Immers, hoe ouder men is hoe meer tijd c.q. kans men 
heeft gehad om iets te publiceren dat door anderen wordt 
geciteerd. Daarom is er een variant van de H-index, de 
zogenoemde Hc-index, die aan de artikelen progressief 
minder gewicht toekent naarmate ze ouder zijn (tabel 1). 
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Uiteraard mag men niet meer uit deze tabel halen dan dat 
het personen met elkaar vergelijkt op basis van de impact 
van publicaties (zoals gevonden door Google™ Wetenschap). 
Hoe goed men is als docent, opleider, medisch-specialist 
of manager valt er niet uit af te leiden. Wellicht komen in 
de toekomst ook daarvoor indexen beschikbaar. Veel plezier 
met het opzoeken van uw eigen naam en de daarop volgende 
‘aaaagH… aaHaa …. of …Hoeraaaa….erlebnis’! Mocht uw 
naam er niet bij staan, haast u naar Publish or Perish!

Tabel 1. Overzicht van Nederlandse onderzoekers op het gebied van de 
medische microbiologie en infectieziekten, gerangschikt op basis van 
hun H- en Hc-indexen.

Naam H-indexa Hc-indexb

J. Goudsmit 52 31

A. Osterhaus 50 40

J. van Embden 49 28

T. van der Poll 46 29

J. Verhoef 43 22

R.A. Coutinho 41 26

J.M. Lange 40 25

H.A. Verbrugh 40 22

R. Fouchier 39 34

P. Reiss 38 29

W. Quint 38 23

J.W. van der Meer 38 20

W. Spaan 38 18

D. van Soolingen 36 26

A. van Belkum 35 23

P.W. Hermans 35 22

H. Niesters 34 23

S. Danner 34 22

C. Vandenbroucke-Grauls 34 21

J. Meis 34 21

A. Fluit 32 21

F. Mooi 32 17

H. Goossens 31 19

B. van der Zeijst 31 15

B.J. Kullberg 30 22

L. Schouls 30 20

C.A. Boucher 30 17

M. Tersmette 30 17

L. van Alphen 30 14

P.E. Verweij 29 20

M. Netea 28 25

E. Stobberingh 28 19

B. Appelmelk 28 18

P. Speelman 28 18

J. Mouton 28 17

W. van Eden 28 15

C.A. Bruggeman 28 14

M.J. Bonten 27 21

J. van Strijp 27 16

W. Melchers 26 14

K. Brinkman 25 19

J. Schellekens 25 18

J. Galama 25 17

H. Endtz 25 15

I. Hoepelman 24 17

T. Kuijpers 24 17

J. Kluytmans 24 16

A. Voss 23 19

J. van Dissel 23 18

A. Deelder 23 14

J. Ossewaarde 22 14

J.M. Prins 21 16

E. Kuijper 21 14

W. Goessens 21 12

R. Sauerwein 20 15

L. Spanjaard 20 15

P. Kager 20 13

K. van Kessel 19 13

I. Bakker-Woudenberg 19 10

M.F. Peeters 18 14

M.R. Visser 18 12

A. Polderman 18 9

J. Wagenaar 17 14

P. Schneeberger 17 13

A. Verbon 17 12

P. van den Broek 17 12

A. Fleer 17 11

J. van der Noordaa 17 8

J. Degener 16 11

H. Zaaijer 16 10

A. Kroes 16 10

A. Horrevorts 16 8

M. Vos 15 13

K. Wolthers 15 11

I. Gyssens 15 11

T. van Gool 15 9

W. Ang 14 12

R. van Ketel 14 9

F. van Loon 14 8

J. Wagenvoort 14 8

R. Verkooijen 13 10

R. Diepersloot 13 7

P.J. de Vries 12 8

R. Willems 11 11

J. Roord 11 7

B. de Jongh 11 6

W. van Wamel 10 9

S. Geerlings 10 8

E. Boel 10 8

M. van Agtmael 10 7

T. Kortbeek 9 8

B. Rijnders 7 7

J. Nouwen 7 6

A. Vonk 7 6

G. Ruijs 7 5

P. Oostvogel 6 5

M. van der Feltz 4 3

M. van Westreenen 3 2

K. Schurink 2 2

Definities1

aH-index: The h-index was proposed by J.E. Hirsch in 
his paper ‘An index to quantify an individual’s scientific 
research output’.2 It is defined as ‘A scientist has index h if 
h of his/her Np papers have at least h citations each, and the 
other (Np-h) papers have no more than h citations each.’ It 
aims to measure the cumulative impact of a researcher’s 
output by looking at the amount of citation his/her work 
has received. Publish or Perish calculates and displays the 
h-index proper, its associated proportionality constant a 
(from Nc,tot = ah2), and the rate parameter m (from h ~ mn, 
where n is the number of years since the first publication). 
The properties of the h-index have been analyzed in 
various papers; see for example ‘An informetric model for 

the Hirsch-index’.3

bHc-index: The Contemporary h-index (Hc-index) was 
proposed by Antonis Sidiropoulos, Dimitrios Katsaros and 
Yannis Manolopoulos.4 It adds an age-related weighting 
to each cited article, giving (by default; this depends on 
the parametrization) less weight to older articles. The 
weighting is parametrized; the Publish or Perish imple-
mentation uses gamma = 4 and delta = 1, like the authors 
did for their experiments. This means that for an article 
published during the current year, its citations account four 
times. For an article published four years ago, its citations 
account only one time. For an article published six years 
ago, its citations account 4/6 times, and so on.
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Achtergrond
Virale infecties zijn een belangrijke oorzaak van morbiditeit 
en mortaliteit bij immuungecompromitteerde patiënten. In 
de laatste decennia is het aantal patiënten met afweerstoor-
nissen sterk gegroeid. Hieraan hebben de voortschrijdende 
wereldwijde hiv-epidemie, intensievere en succesvolle 
chemotherapie voor oncologische aandoeningen en in het 
bijzonder de beschikbaarheid van zeer potente afweerver-
lagende middelen voor orgaantransplantatiepatiënten, een 
significante bijdrage geleverd. 
Het succes van orgaan- en stamceltransplantaties is 
voornamelijk te danken aan het feit dat afstotingsre-
acties en infecties beter kunnen worden voorkomen en 
bestreden. Chronische virale infecties vormen bij deze 
patiënten echter nog steeds een ernstige bedreiging, vooral 
als gevolg van langdurige afweerverlagende therapie.1,2 Het 
risico op het reactiveren van chronische virale infecties 
neemt immers toe naarmate de duur en intensiteit van de 
afweerverlaging toeneemt. De belangrijkste risicofactoren 
voor virale reactivatie zijn naast de intensiteit van de 
immuunsuppressieve therapie, het optreden van rejectie of 
graft versus host disease (GVHD) en de behandeling hiervan, 
het gebruik van ongerelateerde of mismatched donoren, en 
manipulaties van het transplantaat zoals T-celdepletie bij 
allogene stamceltransplantaties.3,4 
Het zijn met name de herpesvirussen, zoals 
Cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barrvirus (EBV), 
varicellazostervirus (VZV) en herpessimplexvirus (HSV), 
maar ook adenovirussen die, vooral in de eerste maanden 
na transplantatie, voor ernstige complicaties kunnen 

zorgen (figuur 1). Na orgaan- en stamceltransplantaties 
kunnen vergelijkbare patronen van reactiverende virale 
infecties worden herkend. Deze patronen zijn nauw 
gerelateerd aan de veranderende immunologische status 
van de patiënt (figuur 1). 
Over het algemeen kunnen er bij stamceltransplantaties 
drie fasen van reactiverende virale infecties worden onder-
scheiden. In de eerste fase na transplantatie, de neutropene 
fase, worden vooral infecties met het herpessimplexvirus 
(HSV) gezien; behandeling met acyclovir is meestal 
effectief. In de tweede fase, de periode tussen engraftment 
en dag 100, is de piekfase voor reactiverende virale 
infecties, en hieraan draagt vooral het cytomegalovirus 
(CMV) bij (figuur 1A). Vroege detectie van virale reactivatie 
en behandeling met antivirale medicatie of immuun-
modulatie is hier van belang om ernstige mortaliteit en 
morbiditeit te voorkomen. In de derde fase, de late trans-
plantatiefase (meer dan 100 dagen na transplantatie), 
worden voornamelijk reactivaties gezien van VZV en tevens 
late reactivaties van CMV.4 
Na orgaantransplantaties kunnen ook drie fasen worden 
onderscheiden: de eerste maand, één tot zes maanden 
en meer dan zes maanden na transplantatie.3 Over het 
algemeen treden de meest relevante virale reactivaties op 
in de tweede fase na transplantatie (figuur 1B) en sommige 
patiënten krijgen chronische of progressieve infecties met 
Epstein-Barrvirus (EBV), CMV of polyomavirus (BK-virus) 
in de derde fase (figuur 1B).
De diagnostiek van persisterende virale infecties, zoals 
herpesvirusinfecties, bij immuungecompromitteerde 
patiënten is, vooral vanwege de hoge prevalentie en de 
persisterende aard van deze virusinfecties, lastig. Daarom 
zijn doelmatige diagnostische testen noodzakelijk om 
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klinische relevante infecties met deze virussen snel en 
nauwkeurig in kaart te brengen. Traditionele diagnos-
tische testen, veelal gebaseerd op celkweek en serologische 
technieken, zijn voor dit doel meestal beperkt te gebruiken, 
voornamelijk vanwege de lage sensitiviteit, de slechte 
reproduceerbaarheid en de tijdrovende aard van deze 
benaderingen. Bovendien is enkel het aantonen van deze 
persisterende virussen in immuungecompromitteerde 
patiënten niet per se een indicatie van klinisch relevante 
infectie of reactivatie. 
Sterke verbeteringen in de diagnostiek, in het bijzonder 
door moderne moleculair-biologische technieken maken 
het mogelijk om deze persisterende infecties te volgen. 
Veel nauwkeuriger dan ooit is men nu in staat te volgen 
hoe de balans tussen afweer en virussen uit evenwicht 
raakt en virusinfecties tijdig te detecteren om daar iets aan 
te doen. In de praktijk ligt hier het belang van de kwanti-
tatieve diagnostiek in de klinische virologie. Hierdoor 
kan immers naast het vaststellen dat er sprake is van een 
infectie, vooral worden bepaald hoe actief die is en welke 

gevolgen die zou kunnen hebben. Aldus krijgt men door het 
kwantitatief benaderen van virusinfecties inzicht in zowel 
het klinische beloop, de besmettelijkheid en de resultaten 
van therapie. Bij deze kwantitatieve benadering gaat het 
meestal om het meten van virusdeeltjes in het plasma. 
Het zijn vooral recente technische ontwikkelingen geweest 
die het uitvoeren van deze metingen op het niveau van 
virale nucleïnezuren (DNA of RNA) eenvoudig uitvoerbaar 
hebben gemaakt en de praktische toepasbaarheid daarvan 
sterk hebben bevorderd. Het voornaamste principe van deze 
technieken berust op de polymerase chain reaction (PCR). 
Hiermee is betrouwbare kwantificering haalbaar. Een 
belangrijke vooruitgang op het gebied van de PCR betreft 
de mogelijkheid om het gevormde product tijdens de reactie 
zelf en niet pas na afloop te detecteren. Deze benadering, 
ook wel real-time PCR of kinetische PCR genoemd, is 
relatief eenvoudig uitvoerbaar en biedt de mogelijkheid 
nauwkeurig te kwantificeren.5 De real-time PCR heeft een 
aantal belangrijke voordelen ten opzichte van de oudere 
kwantificeringstechnieken, zoals de hogere gevoeligheid 
en specificiteit, waardoor er minder kans bestaat op foutpo-
sitieve of foutnegatieve resultaten. Verder verkort deze 
benadering de duur van de totale bepaling in sterke mate en 
is het mogelijk om meerdere virussen tegelijk te detecteren 
en nauwkeurig te kwantificeren.6,7 De interpretatie van 
de metingen van verschillende virussen, in verschillende 
situaties en de relevantie ervan voor de klinische praktijk 
zullen echter nog duidelijk moeten worden. 

Cytomegalovirus (CMV) 
CMV is één van de meest beruchte veroorzakers van 
ernstige infecties na stamcel- of orgaantransplantaties. 
Infecties met CMV kunnen leiden tot long-, lever-, gastro-
intestinale, renale of retinale aandoeningen.8-11 Reactivatie 
van CMV is tevens geassocieerd met indirecte effecten 
zoals acute en chronische rejectie en bacteriële en fungale 
superinfecties.12 
CMV-ziekte na transplantatie kan worden voorkomen door 
profylactische dan wel pre-emptieve therapie.13-15 Bij de 
profylactische strategie krijgen alle transplantatiepatiënten 
met een verhoogd risico op CMV-ziekte gedurende een 
langere periode, meestal 90 tot 100 dagen na transplan-
tatie, ganciclovir of valganciclovir. Pre-emptieve therapie 
duidt op het beginnen van behandeling op het moment 
dat er significante virusvermeerdering wordt gesigna-
leerd, in dit geval aan de hand van virusconcentratie in het 
plasma, nog voordat er symptomen van een (lastig behan-
delbare) infectie aanwezig zijn. Pre-emptieve therapie is 
dus afhankelijk van snelle en sensitieve testen voor het 
bepalen van CMV-concentraties in het bloed. De CMV-pp65-
antigenentest was voor dit doel een succesvolle en veelge-
bruikte methode en wordt wereldwijd nog steeds veel 
gebruikt.16-18 Kwantitatieve real-time PCR heeft ten opzichte 
van de pp65-test echter een aantal belangrijke voordelen 

Figuur 1. Gebruikelijke volgorde van virale infecties na (A) allogene 
stamceltransplantatie en (B) orgaantransplantatie. De meest gebrui-
kelijke perioden waarin de infecties ontstaan, zijn aangegeven. (AdV= 
adenovirus; Allo-SCT= allogene stamceltransplantatie; BKV= BK-virus; 
CMV= cytomegalovirus; EBV= Epstein-Barrvirus; GVHD= graft-versus-

host-aandoening; HHV6= humaan herpesvirus-6; HSV= herpessimplex
virus; VZV= varicellazostervirus). 



118 119

Ned Tijdschr Med Microbiol 2007;15:nr3 Ned Tijdschr Med Microbiol 2007;15:nr3

zoals de hogere sensitiviteit en betrouwbaarheid van deze 
veelal geautomatiseerde en gestandaardiseerde test, de 
toepasbaarheid bij neutropene patiënten, de stabiliteit van 
DNA in bloed- en plasmamonsters, hetgeen gunstig is 
met betrekking tot transport, opslag en verwerking van 
monsters en de mogelijkheid om grote hoeveelheden bloed-
monsters in korte tijd te verwerken.16,19 Na een uitgebreide 
evaluatie werden op basis van een positieve correlatie 
tussen de twee technieken met behulp van ROC-analyses 
(receiver operating curve) criteria vastgelegd voor pre-emptieve 
CMV-therapie na orgaan- en stamceltransplantatie op basis 
van CMV-DNA-concentratie in plasma.20 De kwantitatieve 
CMV-DNA PCR werd vervolgens gebruikt voor het initiëren 
en monitoren van pre-emptieve CMV-therapie bij orgaan- en 
stamceltransplantatiepatiënten. 
De eerstekeuzemiddelen voor pre-emptieve CMV-therapie 
zijn ganciclovir, intraveneus toegediend, en sinds recent 
ook het orale middel valganciclovir. Het monitoren van 
pre-emptieve CMV-therapie met deze middelen door 
middel van regelmatige CMV-DNA-concentratiemetingen 
in plasma werd bij orgaan- en stamceltransplantatie-
patiënten bestudeerd. Orale toediening van valgan-
ciclovir bleek even effectief in het reduceren van de 
CMV-DNA-concentratie in plasma als intraveneus 
ganciclovir. Met beide middelen werd een vergelijkbare 
reductie van CMV-DNA-concentratie in plasma gezien, 
met een mediaan van 0,1 log10/dag bij nier- en nier/
pancreastransplantatiepatiënten en van 0,07 log10/dag bij 
stamceltransplantatiepatiënten.
Ondanks aanvankelijk effectieve therapie met intraveneus 
ganciclovir of oraal valganciclovir werden recidiverende 
CMV-reactivaties, vooral bij stamceltransplantatie
patiënten, regelmatig gezien. Het is daarom relevant om 
markers te beschrijven die relevant zijn voor recidive-
rende CMV-infecties bij deze patiënten. Nader onderzoek 
zou bijvoorbeeld kunnen aantonen of en hoe simultane 
monitoring van de virale kinetiek- en immunologische 
markers kunnen leiden tot de identificatie van stamceltrans-
plantatiepatienten met risico op recidiverende CMV-infecties. 
De incidentie van ganciclovirresistentie en de mate waarin 
dit fenomeen invloed heeft op recidiverende CMV-infecties 
is niet duidelijk en verdient nadere evaluatie. 
Het onderwerp van profylactische versus pre-emptieve 
CMV-therapie is, zoals onder andere te merken in de 
literatuur, nog steeds een veel besproken controverse. Hoewel 
een oordeel over welke van deze twee strategieën beter is, niet 
eenduidig kan worden gegeven, laten onderzoeken zien dat de 
pre-emptieve aanpak effectief en technisch mogelijk is.21,22 
Twee andere onderzoeken illustreren toepassingen van 
CMV-DNA-kwantificering in plasma anders dan in de 
diagnostiek en behandeling van CMV-reactivaties bij trans-
plantatiepatiënten. Het risico op opportunistische infecties 
zoals CMV is sterk gerelateerd aan de mate van immuun-
suppressie. De mate van immuunsuppressie is voor een 

belangrijk deel afhankelijk van de soort en de duur van 
inductietherapie en conditioneringtherapie, respectievelijk 
bij orgaan- en stamceltransplantaties.1,2 Aan de hand van 
sequentiële metingen van CMV-DNA-concentraties in 
plasma kan de area under the curve (AUC) van CMV-DNA-
concentraties over de tijd worden berekend.23 De AUC is 
een benadering waarmee verschillende onafhankelijke 
risicofactoren voor CMV-ziekte, zoals de piek virale concen-
tratie, de initiële virale concentratie en kinetische factoren, 
in een parameter zijn geïntegreerd.23 Deze parameter, 
de AUC, kan daarom worden gebruikt als een marker 
voor het risico op opportunistische infecties na verschil-
lende soorten conditionerings- of inductieregiems. Met 
deze methode werd aangetoond dat inductietherapie met 
daclizumab (anti-CD25) veiliger is dan inductietherapie 
met polyclonale antithymocyte globuline (ATG) voor wat 
betreft het risico op CMV-reactivatie na simultane nier/
pancreastransplantatie (figuur 2). CMV bleek vaker en met 

een ernstiger beloop op te treden na inductie- of rejectie-
therapie met ATG.24 
De incidentie en de ernst van CMV-reactivaties na 
stamceltransplantatie bleek niet te verschillen na allogene 
T-celgedepleteerde stamceltransplantaties die werden 
voorafgegaan door hetzij een conditioneringsprotocol met 
gereduceerde intensiteit op basis van fludarabine, ATG 
en busulfan dan wel een conventionele myeloablatief 
conditioneringschema.25 

Epstein-Barrvirus (EBV) 
EBV-reactivatie na stamcel- of orgaantransplantatie kan 
leiden tot EBV-gerelateerde lymfoproliferatieve aandoe-
ningen (EBV-PTLD), een gevreesde complicatie met 
ernstige morbiditeit en een hoge mortaliteit.26 EBV-PTLD 
wordt voorafgegaan door een stijgende EBV-DNA-
concentratie in plasma.27,28 Zo kunnen patiënten met een 
verhoogd risico op EBV-PTLD met behulp van EBV-DNA-
concentratiemonitoring vroegtijdig worden geïdentificeerd, 
waardoor pre-emptieve therapie kan worden ingesteld 
om EBV-PTLD te voorkomen.29 Niet alle patiënten bij wie 
na transplantatie EBV-DNA in het bloed wordt gemeten, 
zullen een PTLD ontwikkelen; bij een deel wordt deze 
virusreactivatie spontaan onderdrukt door het (herstel-
lende) immuunsysteem van de patiënt. Het is daarom voor 
de hand liggend dat pre-emptieve therapie op basis van 
enkel de EBV-DNA-concentratie in plasma onvermijdelijk 
zal leiden tot overbehandeling.
Een onderzoek bij pediatrische stamceltransplantatie-
patiënten illustreert hoe patiënten met een risico op 
EBV-PTLD met een hoge mate van precisie kunnen worden 
opgespoord en behandeld. Dit werd bewerkstelligd door 
het simultaan monitoren van de EBV-DNA-concentratie in 
plasma en het (EBV-specifieke) cellulaire immuunherstel 
van de patiënt na transplantatie. Hierdoor kan een gebalan-
ceerde en effectieve zorg voor patiënten met risico op 
EBV-PTLD worden gerealiseerd doordat alleen patiënten die 
dat echt nodig hebben, worden blootgesteld aan therapie.

De toepassing van EBV-DNA-concentratiemetingen 
bij een andere categorie dan transplantatiepatiënten, 
namelijk patiënten met een EBV-geassocieerd nasofarynx-
carcinoom (NPC) werd bestudeerd. EBV-NPC’s komen 
vooral voor in Zuidoost-Azië.30 Bij deze patiënten kan de 
EBV-DNA-concentratie in plasma worden gebruikt als een 
tumormarker voor diagnostische, therapeutische en prognos-
tische doeleinden.30 EBV-DNA-concentratiebepalingen in 
plasma kunnen ook in de Nederlandse situatie effectief 
worden toegepast als een tumormarker bij patiënten met 
EBV-geassocieerde nasofarynxcarcinomen.31 
 
Varicellazostervirus (VZV) 
VZV is een derde herpesvirus dat verantwoordelijk is voor 
infectieuze complicaties bij transplantatiepatiënten.32,33 

Uit een onderzoek naar de klinische relevantie van 
VZV-DNA-concentratiemetingen in plasma van stamcel-
transplantatiepatiënten kwam naar voren dat de klinische 
symptomen van een VZV-infectie geheel samenvallen met 
de detectie van viraal DNA in bloedplasma.34 In tegen-
stelling tot CMV- en EBV-infecties was er geen fase van 
detecteerbaar VZV-DNA voorafgaand aan de klinische 
symptomen. Hierdoor wordt pre-emptieve therapie, op 
basis van VZV-DNA-detectie in plasma, zoals dat wordt 
toegepast bij CMV- en EBV-infecties, dus lastig. VZV-DNA-
kwantificering in plasma bleek echter zeer geschikt om 
de diagnose bij klinische verdenking op VZV-gerelateerde 
ziekte te bevestigen en voor het monitoren van het effect 
van VZV-therapie met het antivirale middel aciclovir.

Adenovirus
In tegenstelling tot de herpesvirussen zijn ernstige 
infecties met adenovirussen (AdV) na stamceltransplan-
tatie een recent fenomeen, dat vooral optreedt bij kinderen. 
Adenovirussen veroorzaken bij gezonde kinderen veelal 
slechts een luchtweginfectie, maar kunnen fataal zijn na 
een stamceltransplantatie.35,36 In een onderzoek naar het 
voorkomen van adenovirusinfecties bij volwassen stamcel-
transplantatiepatiënten werd met behulp van een kwanti-
tatieve real-time PCR de AdV-DNA-concentratie in plasma 
op regelmatige tijdstippen na transplantatie gemeten.37 
In tegenstelling tot bij kinderen komen AdV-infecties na 
stamceltransplantatie bij volwassenen zelden voor. Daarom 
is het systematisch monitoren van AdV-DNA in plasma bij 
alle volwassen stamceltransplantatiepatiënten, gezien de 
lage incidentie van AdV-infecties, niet zo efficiënt als dat 
bij kinderen is. Het bleek echter dat fatale AdV-infecties, 
hoewel zeldzaam, wel degelijk bij de volwassen populatie 
van patiënten met een langdurig ernstig verminderd 
immuunsysteem kunnen optreden. Voor deze volwassen 
stamceltransplantatiepatiënten met een verhoogd risico 
op adenovirusinfecties kan vroegtijdige opsporing met 
behulp van AdV-DNA-detectie in plasma en pre-emptieve 
interventie wellicht uitkomst bieden. 

Summary
Real-time monitoring of PCR has strongly supported the 
increased diagnostic use of nucleic acid detection assays 
in clinical virology. Particularly the improvements in 
the ability to quantify target nucleic acid sequences offer 
new opportunities in the management of viral infections. 
Real-time PCR is rapidly replacing traditional PCR, and 
new diagnostic uses will likely emerge. This thesis explores 
the wide range of potential applications of real-time quanti-
tative PCR technology in clinical virology. This exploration 
is directed to the design of methods, the application to 
relevant patient categories, the comparison with established 
methods where available, and the definition of the clinical 
relevance of the approach. The focus comprises viral 

Figuur 2. CMV-viremie na simultane nier/pancreastransplantatie. De 
CMV-vrije overleving (Kaplan-Meier) en de totale virale load (AUC) 
gedurende 180 dagen na transplantatie worden weergegeven. A en B: 
verschillen tussen ATGF (n=10) en daclizumab- (n=12) inductietherapie. 
C en D: verschillen tussen ATGF- (n=7) en daclizumab- (n=7) inductie
therapie bij patiënten die geen ATGM-rejectietherapie kregen. E en 
F: verschillen tussen patiënten (n=7) met en patiënten zonder (n=14) 
ATGM-rejectietherapie, ongeacht de inductietherapie. 
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targets where an elaborate balance between viral replication 
and the host immune system has been established, which 
brings about viral maintenance without affecting the host, 
until this balance is disturbed.
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Samenvatting
Mycoplasma pneumoniae is een bacterie die ernstige 
infecties van de luchtwegen kan veroorzaken. Eén van 
de eerste stappen tijdens infecties met M. pneumoniae is 
aanhechting van de bacteriën aan cellen in de luchtwegen. 
Voor deze aanhechting is een eiwit op het oppervlak 
van M. pneumoniae van essentieel belang. Dit eiwit, P1 
genoemd, is tevens doelwit voor antilichamen die tijdens 
de infectie worden aangemaakt. Deze antilichamen spelen 
een cruciale rol bij herkenning en vervolgens eliminatie 
van de bacteriën door het menselijke immuunsysteem. 
Het lijkt er echter op dat M. pneumoniae een strategie 
bezit om aan deze herkenning door antilichamen te 
ontsnappen. Het gen dat codeert voor het P1-eiwit bestaat 
onder meer uit twee stukken DNA waarvan een groot 
aantal sequentievarianten is te vinden op andere plekken 
binnen het bacteriële genoom. Er is verondersteld dat deze 
varianten kunnen recombineren met het overeenkomstige 
stuk binnen het P1-gen en daarmee een bron van variatie 
vormen voor dit gen. Hierdoor zou de bacterie dus verschil-
lende versies van het P1-gen kunnen produceren die 
coderen voor P1-eiwitten met een iets gewijzigde amino-
zuursamenstelling. In dit artikel zal de achtergrond van 
deze veronderstelde antigene variatie, en de consequenties 
daarvan, worden beschreven.

Trefwoorden: Mycoplasma pneumoniae, antigene variatie, 
cytadherentie, bacteriële aanhechting

Inleiding
Mycoplasma pneumoniae is een humaan pathogeen dat 
verschillende typen luchtweginfecties kan veroorzaken, 
zoals tracheobronchitis, faryngitis en atypische 
pneumonie. M. pneumoniae veroorzaakt tot 40 procent 
van de pneumonieën in de open populatie en tot 18 
procent van de gevallen van pneumonie bij kinderen die 
leiden tot hospitalisatie (zie Waites en Talkington (2004) 
voor een review).1 In eerste instantie werd aangenomen 
dat M. pneumoniae-geïnduceeerde pneumonie vooral 
voorkwam bij kinderen van vijf tot 15 jaar oud. Latere 
onderzoeken hebben echter laten zien dat M. pneumoniae 
zowel endemisch als epidemisch kan voorkomen bij 
ouderen en bij kinderen jonger dan vijf jaar.

M. pneumoniae behoort tot de klasse van de Mollicutes. 
De naam van deze klasse bacteriën, die in het Nederlands 
kan worden vertaald als ‘zachthuidigen’, refereert aan 
het gegeven dat deze bacteriën geen celwand hebben 
(figuur 1). Andere opvallende eigenschappen van de klasse 
Mollicutes zijn dat 1) hun genoom klein is en bestaat uit 
een enkel circulair chromosoom met een grootte van 0,58 
tot 2,2 megabaseparen (Mbp), en 2) het genoom een laag 

Figuur 1. Schematische weergave (boven) en elektronenmicroscopische 
opname (onder) van M. pneumoniae-cellen. Het attachment organelle, 
gelokaliseerd op de ‘kop’ van de bacterie speelt een essentiële rol bij 
aanhechting aan het luchtwegepitheel.
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G+C-gehalte heeft (23 tot 40 mol%). Binnen de Mollicutes 
behoren de mycoplasma’s tot de kleinste organismen, 
zowel qua grootte als inhoud van het genoom, die in staat 
zijn tot zelfstandige vermenigvuldiging.2 Het genoom van 
M. pneumoniae (stam M129) heeft een lengte van slechts 
816,394 bp, en bevat 688 open reading frames (ORFs).3,4 
Daarmee is het genoom van deze bacterie minstens vijf 
keer zo klein als dat van Escherichia coli. Zoals mag worden 
verwacht op basis van zijn relatief kleine genoom, bezit 
M. pneumoniae beperkte metabole en biosynthetische 
capaciteiten ten opzichte van de ‘klassieke’ bacteriën.5 
Deze beperkingen vragen om een parasitaire levenswijze 
en een nauwe associatie van de bacterie met het luchtweg
epitheel van zijn humane gastheer. M. pneumoniae lijkt 
zich voornamelijk extracellulair op mucosale oppervlakken 
op te houden; het is vooralsnog niet bekend of deze bacterie 
ook in staat is intracellulair te repliceren. Een andere 
unieke eigenschap van de mycoplasma’s is het gebruik van 
het ‘universele’ stopcodon voor eiwittranslatie, 5’-UGA-3’, 
als codon voor tryptofaan.6 Deze eigenschap heeft grote 
consequenties indien genen van de mycoplasma’s ten 
behoeve van eiwitexpressieonderzoek in andere soorten, 
zoals E. coli, worden geïntroduceerd.
De traditionele laboratoriumdiagnostiek van M. pneumo-

niae-infecties was in het pre-PCR-tijdperk erg moeilijk 
en tijdrovend. Voor de kweek van deze bacterie, zowel in 
vloeibare cultuur als op vaste media, is een rijk en complex 
groeimedium nodig. Daarnaast wordt de detectie van 
de bacterie bemoeilijkt door het gegeven dat de groei in 
vloeibare cultuur niet of nauwelijks leidt tot troebeling van 
het medium. Dit probleem wordt meestal ondervangen 
door de toevoeging van de pH-indicator fenolrood die 
de groei van M. pneumoniae en de daarmee gepaard 
gaande verzuring van het medium, kan verraden via een 
kleuromslag van oranje/rood naar geel (figuur 2A). Ook 
de kweek op vaste media is niet eenvoudig, aangezien 
M. pneumoniae-kolonies op agarplaten niet met het blote 
oog zichtbaar zijn. Het gebruik van een stereomicroscoop 
is noodzakelijk om de karakteristieke fried egg-kolonies 
zichtbaar te maken (figuur 2B-D).

Op dit moment wordt in klinische laboratoria met name 
de serologische diagnostiek van M. pneumoniae-infecties 
uitgevoerd. Nadelen van de serologie zijn echter dat 1) een 
toename in IgG soms pas laat tijdens infectie optreedt, 
2) IgG-antilichamen lang kunnen blijven circuleren bij 
individuen die eerder een M. pneumoniae-infectie hebben 
doorgemaakt, en 3) de afwezigheid van een IgM-respons 
bij volwassenen.1 Gezien het speciale en lastige karakter 
van de Mycoplasma-kweek en de nadelen van de serologie 
lijkt het evident dat de (real-time) PCR-techniek de eerste 
keuze gaat worden voor de diagnostiek van M. pneumoniae-
infecties. 

Cytadherentie
Een essentiële stap bij de initiatie van een infectie door 
M.  pneumoniae is aanhechting van de bacteriën aan het 
respiratoire epitheel. Deze aanhechting wordt cytadhe-
rentie genoemd. Dit proces is essentieel in de pathogenese 
van infectie, aangezien M. pneumoniae-mutanten die niet 
in staat zijn tot aanhechting, avirulent zijn. Cytadherentie 
wordt gemedieerd door een gespecialiseerd en complex 
aanhechtingsorganel. Dit organel is gelokaliseerd op de 
‘kop’ van de bacterie en is opgebouwd uit een netwerk van 
adhesines en ermee geassocieerde eiwitten (figuur 1). Het 
belangrijkste adhesine (cytadhesine) binnen het aanhech-
tingsorganel is het P1-eiwit. Dit 170-kDa-eiwit is een 
transmembraan oppervlakte-eiwit dat in hoge concentraties 
in het aanhechtingsorganel aanwezig is. Het P1-eiwit is 
essentieel voor aanhechting aan het luchtwegepitheel en 
derhalve voor virulentie.7 P1 alleen is echter niet voldoende 
voor cytadherentie, omdat verschillende accessory proteins 

ook een noodzakelijke functie bekleden in dit proces (voor 
een review over dit onderwerp, zie Rottem [2003]).8 De 
gastheerreceptor(en) voor P1 op het luchtwegepitheel is/
zijn overigens nog niet geïdentificeerd.

Antigene variatie
Behalve de functie van het P1-cytadhesine in aanhechting 
van M. pneumoniae speelt dit eiwit ook een belangrijke rol 
in de anti-bacteriële afweer door de gastheer. Tegen het 

P1-eiwit wordt namelijk een sterke humorale immuun-
respons opgewekt tijdens infectie.9 In relatie tot deze 
immuundominantie van P1 is de hypothese opgeworpen dat 
dit eiwit antigene variatie kan ondergaan. Deze hypothese 
is gebaseerd op het gegeven dat er twee DNA-sequenties 
binnen het P1-gen (of MPN141-gen) zijn gelegen, waarvan 
meerdere sequentievarianten voorkomen op verschillende 
andere locaties binnen het bacteriële genoom.10,11 Deze twee 
DNA-sequenties (repetitive elements) worden aangeduid als 
respectievelijk RepMP4 en RepMP2/3.12 Binnen het P1-gen 
is het RepMP4-element gelegen aan het 5’ uiteinde van het 
gen en het RepMP2/3-element aan het 3’ uiteinde (figuur 3). 
Binnen het genoom van prototype M. pneumoniae-stam 
M129 zijn in totaal acht varianten van RepMP4 aanwezig 
en 10 varianten van RepMP2/3.4 De verschillende varianten 
van de RepMP-elementen zijn weliswaar sterk aan elkaar 
gerelateerd maar niet identiek. Het is derhalve mogelijk 
dat recombinantie tussen de RepMP-elementen in het 
P1-gen met de RepMP-varianten op andere plekken in het 
genoom van M. pneumoniae resulteert in een veranderde 
DNA-sequentie van het P1-gen. Dit veranderde P1-gen 
codeert op zijn beurt voor een P1-eiwit met een veranderde 
aminozuursamenstelling, hetgeen daarmee wellicht niet 
meer door circulerende anti-P1-antilichamen kan worden 
herkend. Dit veronderstelde mechanisme van antigene 
variatie van het P1-oppervlakteeiwit zou een manier 
kunnen zijn waarmee M. pneumoniae aan het humorale 
immuunsysteem kan ontsnappen.13

Recombinatie van repetitive elements
Ondanks het enorme potentieel dat het M. pneumoniae-
P1-eiwit via recombinatie van RepMP-elementen heeft 
voor antigene variatie is het opvallend dat in eerdere 
epidemiologische onderzoeken slechts twee hoofdtypen 
van het P1-gen (type 1 en type 2) konden worden onder-
scheiden tussen klinische isolaten.14-17 Het is wel zo dat in 
deze onderzoeken relatief grove typeringstechnieken zijn 
gebruikt, die met name gebruikmaakten van restrictie 
fragmentanalyse en niet van DNA-sequentieanalyse. In 
andere onderzoeken waarin de gehele DNA-sequentie 
van het P1-gen is bepaald, werd een grotere mate van 
variatie in de DNA-sequentie van het P1-gen gevonden, 

Figuur 2. Groei van M. pneumoniae in vloeibaar medium (A) en op agarplaten (B, C en D). (A) Verdunningsserie van vloeibare culturen van 
M. pneumoniae met afnemende bacterieconcentraties van links naar rechts; de groei van M. pneumoniae leidt tot een pH-verlaging van het medium die 
wordt geïndiceerd door een kleurverandering van fenolrood van oranje/rood naar geel. (B, C) Kolonies van M. pneumoniae op agarplaten, gefotogra-
feerd onder verschillende belichtingen (vergroting, x100). (D) Een kolonie van M. pneumoniae, gekleurd met nitro tetrazolium (vergroting, x100).

MPN140 MPN141

P1

MPN142

RepMP4 RepMP2/3 RepMP5

Figuur 3. De organisatie van het M. pneumoniae-P1-operon, bestaande uit de genen MPN140, MPN141 (dat codeert voor het P1-cytadhesine) en 
MPN142.20 De twee laatste genen bevatten sequenties (RepMP4, RepMP2/3 en RepMP5) waarvan meerdere varianten op andere plekken binnen het 
genoom van M. pneumoniae aanwezig zijn.13 Het MPN142-gen codeert voor een eiwit dat, net als het P1-eiwit, ook een rol speelt in cytadherentie.

dusdanig dat stammen binnen de twee hoofdtypen ook in 
subtypen konden worden onderverdeeld.13,18 Ook werden 
door Dorigo-Zetsma en collega’s hybridetype-1 en type-2 
P1-genen beschreven. Daarnaast konden zij in bepaalde 
M. pneumoniae-stammen de aanwezigheid aantonen 
binnen het P1-gen van RepMP-versies die identiek zijn 
aan RepMP-versies die in prototype stam M129 werden 
gevonden op plekken in het genoom buiten het P1-gen.19 
De DNA-sequenties van alle andere versies van RepMP 
binnen het genoom van deze klinische isolaten werden 
helaas niet bepaald in dit onderzoek. Desalniettemin 
suggereren deze resultaten dat de RepMP-elementen 
inderdaad met elkaar kunnen recombineren binnen het 
genoom van M. pneumoniae. Een soortgelijke suggestie 
volgde ook uit het werk van Kenri et al., die stammen 
hebben geïdentificeerd die een P1-gen dragen waarin zich 
een RepMP2/3-element bevindt dat sterke overeenkomsten 
vertoont met een RepMP2/3-element dat elders in het 
genoom van stam M129 is gelokaliseerd.13 De mogelijkheid 
dat in deze stammen het RepMP2/3-element in het P1-gen 
reciprook was uitgewisseld met de ‘niet P1’-RepMP2/3-
versie kon worden uitgesloten, aangezien deze stammen 
de normale, niet-P1-versie van RepMP2/3 ook bleken te 
bezitten op dezelfde positie in het genoom als in stam 
M129.13 Hoewel het dus waarschijnlijk is dat RepMP-
elementen kunnen recombineren binnen het genoom van 
M. pneumoniae is op dit moment nog niets bekend over het 
onderliggende moleculaire mechanisme en de dynamiek 
van dit proces. Het is ook onbekend welke enzymen een 
rol kunnen spelen bij de mogelijke recombinatie van 
RepMP-elementen. Mogelijke kandidaten hiervoor zijn 
RecA, single-stranded binding protein (SSB), RuvA en RuvB.4 
In het onderzoek dat wij recent zijn opgestart hopen wij 
de vragen te kunnen beantwoorden die er zijn rondom 
antigene variatie van M. pneumoniae en de mogelijke rol 
van recombinatie van repetitive elements in dit proces.

Summary
Mycoplasma pneumoniae is a human pathogen that causes 
up to 40 per cent of community-acquired pneumonias and 
as many as 18 per cent of cases requiring hospitalization in 
children. A crucial step in the initiation of infection by this 



124 125

Ned Tijdschr Med Microbiol 2007;15:nr3 Ned Tijdschr Med Microbiol 2007;15:nr3

bacterium is its attachment to the respiratory epithelium 
of the host (cytadherence). Cytadherence is mediated by a 
specialized attachment organelle, which is localized at the 
tip of the bacterium and consists of a network of adhesins 
and accessory proteins. The major adhesion protein within 
the attachment organelle is the surface-exposed, 170-kDa 
P1 protein. This protein, which is encoded by the MPN141 
gene, was demonstrated to be essential for cytadherence. 
Interestingly, the MPN141 gene contains two sequence 
stretches, designated RepMP2/3 and RepMP4, respectively, 
of which multiple copies exist at other sites within the 
bacterial genome. Because these copies are closely related 
in sequence, but not identical, it has been hypothesized 
that they are able to recombine with their counterparts 
within the MPN141 gene. Thus, these copies may serve 
as a source for sequence variation of MPN141 and, conse-
quently, as a source for antigenic variation of the P1 protein 
at the bacterial surface. This proposed mechanism for 
antigenic variation may provide a means for M. pneumoniae 
to escape from host immune surveillance. In this paper, 
the background of antigenic variation and its putative 
function will be discussed.
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Samenvatting
Enterococcus faecium werd jarenlang als een relatief 
onschuldige, commensale darmbacterie beschouwd die 
zo nu en dan infecties kon veroorzaken bij ernstig 
zieke patiënten. De afgelopen 20 jaar zijn uitbraken in 
ziekenhuizen en infecties met vancomycineresistente E. 

faecium (VREF), vooral bij immuungecompromitteerde 
patiënten, wereldwijd toegenomen. Deze toename van 
VREF is in het begin van de jaren ’80 van de vorige eeuw 
voorafgegaan door een toename van ampicillineresistente 
E. faecium (AREfm) in de Verenigde Staten. In het proef-
schrift zijn moleculair-epidemiologische onderzoeken 
beschreven die zijn gebaseerd op multilocus sequence 

typing (MLST) van zowel humane als dierlijke E. faecium-

isolaten. De onderzoeken toonden gastheerspecificiteit en 
een specifieke genetische subpopulatie, clonal complex-17 
(CC17). In deze subpopulatie clusterden klinische en 
ziekenhuisuitbraakisolaten die afkomstig waren uit 
verschillende landen en continenten. Deze CC17-isolaten 
worden verder gekarakteriseerd door ampicilline- en 
chinoloneresistentie. Bovendien is de aanwezigheid 
van het variant esp-gen sterk geassocieerd met deze 
CC17-isolaten.
In Enterococcus faecalis is esp gevonden op een zogenaamd 
pathogeniciteitseiland (PAI) en wordt het gen beschouwd 
als een potentiële virulentiefactor. Door het bepalen van de 
DNA-sequentie van de regio rondom het E. faecium esp-gen 
bleek dat, net als in E. faecalis, het esp-gen in E. faecium op 
een mogelijk pathogeniciteitseiland (PAI) ligt, waarbij de 
hoge mate van heterogeniteit door inserties, deleties en 
mutaties in de DNA-sequentie van verschillende isolaten 
opvallend is.

In het proefschrift wordt ook een nieuwe snelle en goedkope 
identificatiemethode voor enterokokken beschreven, hetgeen 
noodzakelijk is om adequate maatregelen voor infectie
preventie te treffen. Om de genetische verwantschap 
van E. faecium-isolaten te bepalen werd een moleculaire 
typeermethode ontwikkeld, multiple locus variable number 

tandem repeat analysis (MLVA). Deze is sneller en goedkoper 
dan MLST en even discriminerend voor het bestuderen 
van de lokale epidemiologie van E. faecium. Clustering 
van MLVA-profielen bevestigde tevens de gastheerspeci-
fieke genogroepen zoals gevonden met MLST, inclusief 
het specifieke ziekenhuisgerelateerde CC17. Vergelijking 
van MLVA met pulsed field gel electrophoresis (PFGE), door 
veel ziekenhuizen nog gebruikt als ‘gouden standaard’ in 
epidemiologisch onderzoek en infectiepreventieprogramma’s, 
wees uit dat beide methoden in hoge mate overeenkomen, 
maar dat MLVA veel sneller is.

Uit een retrospectief onderzoek, uitgevoerd in het UMC 
Utrecht bleek een ecologische verschuiving van E. faecalis 
naar CC17-E. faecium. Illustratief hiervoor is de afname van 
het totaal aantal invasieve enterokokkeninfecties, terwijl 
de proportie en het absolute aantal invasieve AREfm is 
toegenomen. Bovendien is bij bloedisolaten de verhouding E. 

faecalis/E. faecium veranderd in het voordeel van E. faecium. 
Een zelfde toename in invasieve AREfm werd waargenomen 
in verschillende ziekenhuizen verspreid over heel Nederland, 
hoewel deze toename meer uitgesproken was in academische 
dan in niet-academische ziekenhuizen. Uit MLVA-typering 
van bloedisolaten bleek een klonale verspreiding van 
vier MLVA-typen, die lijkt te zijn geassocieerd met de 
aanwezigheid van het esp-gen in twee genotypen.
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