Hoe kan in Nederland multiresistente M. tuberculose het snelst worden herkend?

Tijdens de voorbereidingen van de nieuwe NVMM richtlijn Tuberculose diagnostiek was er
geen overeenstemming over de plaats van de moleculaire diagnostiek in de vroege detectie
van antibiotica ongevoelige M. tuberculosis in het directe patiéntmateriaal. Er is vervolgens
een sub-werkgroep ingesteld die zich via vier zoekvragen hierover georiénteerd heeft en met
aanbevelingen is gekomen. Dit document is ook aan de landelijke werkgroep Mycobacteriéle
Laboratoriumdiagnostiek voorgelegd en akkoord bevonden.
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Inleiding

De volgende vraagstellingen zijn geformuleerd:

1. Is er voldoende bewijs dat snelle resistentiediagnostiek een werkelijke bijdrage levert
aan vroegere detectie van MDR/XDR-TB en versnelt dit de infectiepreventie en het instellen
van de juiste behandeling?

2. Zijn er betere generatie PCRs gekomen voor de directe resistentie van MDR in sputum of
BAL dan in onze richtlijn zijn opgenomen?

3. Hoe vaak komt MDR voor in Nederland en kunnen deze met de testen ook direct in
patiéntmateriaal worden aangetoond?

4. Is het te rechtvaardigen om structureel resistentiediagnostiek toe te passen op alle
microscopisch- of zelfs op alle PCR-positieve sputa, zodat we o0k bij patiénten zonder een
duidelijk risicoprofiel voor MDR/XDR-TB multidrug resistentie toch vroeg opmerken in
Nederland?

We hebben het Grade systeem gebruikt om de kwaliteit van beschikbare gegevens en de
kracht van onze aanbevelingen aan te geven (tabel 1). Schunemann HJ, Oxman AD,
Brozek J, Glasziou P, Jaeschke R, Vist GE, et al. Grading quality of evidence and strength
of recommendations for diagnostic tests and strategies. BMJ 2008 May 17;336(7653):1106-
10.

Quality of evidence

Evidence from at least 1 properly designed cross sectional or cohort study in patients with diagnostic uncertainty and

High quality direct comparison of all test results with an appropriate reference standard.

Ewvidence from: (1) at least 1 cross sectional or cohort study in selected patients and/or no or partial comparison of test

Moderate quality results with an appropriate reference standard, (2) case control studies

Evidence from opinions of respected authorities, based on clinical experience, descriptive case studies or reports of

Low quality expert committees

Strength of a recommendation

Strong recommendation for use Desirable effects clearly outweigh undesirable effects
Weak recommendation for use Desirable and undesirable effects are closely balanced or recommendation is based on low quality evidence
Weak recommendation against use Desirable and undesirable effects are closely balanced or recommendation is based on low quality evidence
Strong recommendation against use Undesirable effects clearly outweigh desirable effects

Desirable effects clearly outweigh undesirable effects, but no or only indirect evidence is/will become

Good practice statement "
available




1. Is er voldoende bewijs dat snelle resistentiediagnostiek een werkelijke bijdrage
levert aan vroegere detectie van MDR/XDR-TB en versnelt dit de infectiepreventie en
het instellen van de juiste behandeling daadwerkelijk?

Een Pubmed search op 14/10/2015 met ((((((((((resistant) OR resistance)) AND ((Drug) OR
Medication))) OR ((MDR) OR XDR))) AND (((Tuberculosis) OR TBC) OR TB))) AND
((((((((Early) OR timely) OR quick) OR rapid) OR fast) OR Molecular)) AND
(((((((Diagnostics) OR test) OR testing) OR detection) OR assessment) OR investigation)
OR analysis))) AND (((((((Prevention) OR inhibition) OR treatment) OR therapy) OR
transmission) OR management) OR outcome), leverde 2462 hits waarvan titels en abstracts
vanaf 2010 tot heden gescreend werden zonder opbrengst van relevante artikelen. Via
recent gepubliceerde reviews werd ook geen relevante publicatie gevonden (1-6).

Een recente Cochrane-review (5) eindigt met de opmerking “Future systematic reviews
should also summarize the growing body of evidence on patient outcomes (clinical impact)”.

Een andere recente studie (7) concludeert: Studies of clinical and programmatic effects and
associated cost-effectiveness of the Xpert MTB/RIF assay are needed”.

Een recente systematische review en meta-analyse van NHS in de UK over dit onderwerp
beschrijft een theoretisch model om kosteneffectiviteit en transmissie reductie in te
schatten.® De conclusie luidt: The introduction of molecular testing had a small impact on
transmission, as current practice is effective in limiting transmission from patients with TB
while they are undergoing clinical examination. There is benefit for smear-negative patients,
most of whom test positive by molecular methods and therefore can be diagnosed promptly
and start treatment earlier than if they were to wait for culture confirmation. The major benefit
of molecular testing is faster diagnosis of MDR-TB, which produces cost savings as patients
with smear-positive disease and suspected MDR-TB are isolated until their MDR status is
known and then appropriate treatment commenced. The cost saving resulted from the high
daily cost of isolation. The imperfect specificity of molecular tests increases annual numbers
of TB diagnoses attributable to FP results and the consequent inappropriate treatment of
some patients incurs a QALY loss as well as a financial cost. Hierbij moet opgemerkt moet
worden dat de (isolatie)protocollen in de UK verschillend zijn van onze protocollen. \

Er zijn wel enkele studies met betrekking tot onze vraagstelling in hoog-endemische
gebieden'*1’, maar omdat de incidentie en derhalve de positief voorspellende waarde
zodanig anders is, heeft extrapolatie van de resultaten naar een laag-endemisch gebied
beperkt waarde. In een zeer recente (retrospectieve) studie in een referentielaboratorium in
Duitsland werd met een Monte-Carlo simulatie geconcludeerd dat complete vervanging van
de microscopische diagnostiek met een moleculaire test tot een kostenbesparing van de
diagnostiek zou leiden*®.

Conclusies

Er zijn geen gepubliceerde data die suggeren dat snelle resistentie bepaling in een
endemische setting zoals in Nederland, de behandeling of verspreiding van MDR
tuberculose beinvloedt.
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2. Zijn er betere generatie PCRs gekomen voor de directe resistentie van MDR in
sputum of BAL dan in de NVMM richtlijn (2015) zijn opgenomen?

Via Pubmed (18-10-2015) is een zoekvraag getest: (((resistant OR resistance) AND (drug
OR medication)) OR (MDR OR XDR)) AND (Tuberculosis OR TBC OR TB) AND (molecular
OR genotypic OR PCR). Dit leverde 3852 hits, waarvan 854 titels gescreend werden (ha
2013 verschenen).

In de tabel zijn de directe (op patiéntenmateriaal) en indirecte (op stammen) testen voor INH
en rifampicine opgenomen. In de tabel zijn alleen de testen voor rifampicine en INH
meegenomen, geen testen voor tweedelijns middelen.

Berekeningen sens spec | PPV | NPV
met
prevalentie
van:
GeneXpert MTB/RIF 5% Rifampicine 95 98 71,2 | 99,6
(direct)*
GenoType 1% Rifampicine 95,5 98,5
MTBDRplus (indirect)?
3% Rifampicine direct? | 96,8 96,4 59,3 | 99,9
1% INH (direct en 89,6 100 100 98,5
indirect niet
uitgesplitst)®
NL (+/- 1%) Rifampicine 100 99 80 100
(indirect)*
NL (+/- 1%) INH (indirect)* 88 100 100 | 98

1 Meta-analyse van Steingart KR, Schiller I, Herne DJ, Pai M, Boehme CC, Dendukuri N.
Xpert®MTB/RIF assay for pulmonary tuberculosis and rifampicin resistance in adults.
Cochrane Database Syst Rev 2014; 1: CD009593.




2 Syst review Arentz M, Sorensen B, Herne DJ, Walson JL. Systematic review of the
performance of rapid rifampicin resistance testing for drug-resistant tuberculosis. PLoS One;
2013: 8: e76533.

3 Chryssanthou E, Angeby K. The GenoType® MTBDRplus assay for detection of drug
resistance in Mycobacterium tuberculosis in Sweden. APMIS 2012;120:405-9.

4 Simons SO, van der Laan T, de Zwaan R, Kamst M, van Ingen J, Dekhuijzen PN, Boeree
MJ, van Soolingen D. Molecular drug susceptibility testing in the Netherlands: performance
of the MTBDRplus and MTBDRsIl assays. Int J Tuberc Lung Dis. 2015 Jul;19(7):828-33.

Cabibbe et al (5) beschrijven een nieuwe test, de Lab-on-a-Chip (LoC) test die gebuik maakt
van disposable microfluidic PCRs en een microarray. De test detecteert M tuberculosis
complex en frequent voorkomende NTM, samen met de meest voorkomende mutaties in
rpoB, katG and inhA genen, die betrokken zijn bij fenotypische resistentie tegen rifampicine
en INH. Met betrekking tot de rpoB en inhA targets werd 100% concordantie geobserveerd
tussen de MTBDRplus en LoC test.

Walker et al (6) beschrijven hoe met WGS 23 kandidaat genen met mutaties voor resistentie
onderzocht werden in 2099 M. tuberculosis genomen. Van de fenotypische resistentie kon
89% correct herkend worden, wat aanzienlijk beter was dan drie verschillende line-probe
assays. Helaas is het nog niet mogelijk deze techniek direct op ZN-positief patiéntmateriaal
toe te passen (prof. A.S.Walker, Oxford, persoonlijke communicatie). WGS op een positieve
kweek in een MGIT is op dit moment het snelst en wordt nu prospectief gevalideerd in een
grote Engelse studie.

Coll et al (7) presenteren een online software methode, die snelle analyse van WGS data
mogelijk maakt. Deze software bevat de lineage van de M. tuberculosis stam en voorspelt
resistentie tegen 11 tuberculostatica. De methode bevat een library van 1325 mutaties.
Daarnaast heeft de WGS benadering als voordeel boven de gebruikelijke moleculaire testen,
dat het de mogelijkheid biedt om sensitiviteit van resistentie detectie voor bv INH te
verbeteren. De library werd gevalideerd m.b.v data van het genoom en fenotype van 792
stammen. De mogelijkheid om ruwe sequence data te analyseren en informatie te
extraheren met klinische relevantie in een paar minuten, zou sneller zijn dan fenotypische
methoden. Een snelle online "TB-Profiler' tool werd ontwikkeld om resistentie en typering
meteen van de ruwe sequenties te rapporteren. Met de resistentie mutatie library, was de in
silico diagnostische accuratesse beter dan sommige commerciéle testen en andere
databases. De library kan sequence-based drug-susceptibility testing faciliteren. De
beschreven analytische methodologie is flexibel, zodat eventuele nieuwe mutaties en/of
nieuwe tuberculostatica kunnen worden toegevoegd indien nodig.

Brown et al (8) laten zien, dat WGS voor M. tuberculosis wel mogelijk is direct van ZN
positieve sputa binnen een klinisch relevante tijdsperiode. Dit maakt een proactieve
benadering van instellen van therapie mogelijk. Na aankweek werden wel betere resultaten
gevonden. De kwaliteit van de sequence data maakte het mogelijk om op een accurate
manier alle bekende met resistentie geassocieerde mutaties te vinden voor 1e en 2e lijns
middelen. De methode gebruikt biotinylated RNA baits specifiek ontworpen voor de capture
van DNA van M. tuberculosis. Na de capture kan door WGS het M. tuberculosis genoom in
kaart worden gebracht. Dit maakt het mogelijk om WGS zonder kweek uit te voeren. Er


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simons%20SO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Laan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Zwaan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamst%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Ingen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dekhuijzen%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boeree%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boeree%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Soolingen%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26056110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26056110

werden 24 ZN-positieve sputum samples gebruikt waar ook een positieve kweek van was en
twee ZN positieve, kweek negatieve samples. Data van de sequencing van

M. tuberculosis werden direct verkregen van alle 24 ZN-positieve en kweek-positieve sputa,
waarvan 20 met hoge kwaliteit. Resultaten warden vergeleken met die van de

conventionele moleculaire methodes en van de kweek. Er was hoge concordantie tussen
fenotypische resistentie en voorspelde resistentie op basis van genotype. Sequence data
van hoge kwaliteit werden verkregen van 1 ZN positief, kweek negatief sputum.

Witney et al (9) onderzochten 16 isolaten van 6 cases verdacht voor XDR-TBC m.b.v. WGS.
5 cases werden in een Klinisch relevante tijdspanne onderzocht en 1 case retrospectief.
WGS identificeerde mutaties in M. tuberculosis genen, die geassocieerd zijn met
antibiotische resistentie. Deze studie laat zien dat WGS data kunnen worden geproduceerd
in een klinisch relevante tijdspanne, enkele weken voordat fenotypische gegevens
beschikbaar waren.

Conclusies

In een gebied met lage prevalentie van resistente tuberculose zoals Nederland, wordt de
lage PPV van de PCRs voor directe resistentie bepaling als een nadeel gezien om een
enkele test toe te passen. Bij een positieve test resultaat is confirmatie met een tweede
(andere) test nodig.

De MTBDRplus lijkt een betere performance te hebben dan de GeneXpert MTB/RIF en heeft
als voordeel dat ook INH resistentie wordt herkend. De GeneXpert heeft als voordeel heeft
dat hij sneller is en gemakkelijker uitvoerbaar.

Er zijn geen nieuwe PCRs of line probe assays naast de al bestaande GeneXpert MTB/RIF
en de GenoType MTBDRplus om direct in patiéntmateriaal resistentie van INH en/of
rifampicine aan te tonen.

De eerste resultaten van WGS direct op patiéntmateriaal voor de herkenning van resistentie
tegen eerstelijns tuberculostatica zijn bemoedigend, maar nog beperkt.

Het Engelse initiatief om op positieve vloeibare kweekmedia WGS toe te passen voor
identificatie en resistentie bepalingen veel belovend voor laboratoria die WGS
implementeren.
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patiéntmateriaal worden aangetoond? Data van het RIVM en KNCV.

Data van het RIVM en van KNCYV laten zien dat van 3.319 patiénten met kweek bevestigde
tuberculose (2010-augustus 2015) er bij 79 (2,3%) patiénten een (tenminste voor
rifampicine) resistente M. tuberculosis werd gekweekt. Hiervan hadden drie een MDR die in
het buitenland werd vastgesteld en zullen nu verder buiten beschouwing blijven. Van de
overige 76 patiénten werd bij 66 een MDR (2%) vastgesteld en bij 10 een monoresistentie
van rifampicine (0,3%).

Tabel 2. Resultaten van direct microscopisch onderzoek bij patiénten met resistente
M. tuberculosis.

Sputum ZN/auramine

Negatief of

niet gedaan Positief Totaal
Extrapulmonaal 20 20
Pulmonaal 14 30 44
Pulmonaal &
extrapulmonaal 10 2 12
Totaal 44 32 76
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Screening op MDR tuberculose wordt aanbevolen bij een patiént recent (< 2 jaar) afkomstig
uit een hoog-incident land, indien afkomstig uit een voormalig SU land en indien de patiént
eerder tuberculose had.

Van 76 patiénten met rifampicine-resistente tuberculose waren 36 korter dan 2 jaar in
Nederland, kwamen nog eens 3 patiénten uit de SU en hadden 8 eerder tuberculose
doorgemaakt. Dat betekent dat bij 47 (62%) van deze 76 patiénten volgens de bestaande
richtlijn MDR via een sneltest opgespoord had kunnen worden. Als alleen de ZN-positieve
samples zouden worden getest, dan zouden 12 van de 28 ZN-pos RR/MDR PTB patiénten
(42%) niet geselecteerd zijn voor moleculaire (snel)resistentiediagnostiek.

Van de MDR patiénten (n=66) worden systematisch gegevens bijgehouden over de duur
van de tuberculosebehandeling vooraf gaande aan het starten van de MDR behandeling.
Van patiénten met rifampicine monoresistente tuberculose worden deze gegevens niet
verzameld. Van drie van de 66 MDR patiénten is deze informatie nog niet beschikbaar. Van
de overige 63 patiénten wel:

o 28 patiénten werden in deze episode niet vooraf aan de MDR behandeling met
tuberculostatica behandeld.
¢ 35 wel: mediaan 22 dagen (Q1: 14, Q3: 50)

Wat betreft de 32 personen sputum ZN-positieve longtuberculose met een resistente stam
(tabel 2):

e 2 hadden rifampicine monoresistente tuberculose; behandelgegevens niet beschikbaar.

¢ Van 2 andere patiénten waren geen gegevens terug te vinden.

e - Totaal 28 over, daarvan werd bij 12 een behandeling voor normaal gevoelige
tuberculose gestart (mediaan: 15; Q1 10; Q3: 18, max. 53).

¢ Dus met de resultaten van een sneltest voor alle ZN/auramine-positieve longtuberculose
patiénten zou bij 12 van de 28 patiénten MDR-TB in een vroeg stadium kunnen worden
vastgesteld.

Conclusies:

MDR (tenminste resistentie tegen rifampicine) tuberculose is in Nederland zeldzaam; 2,3%
in de afgelopen 5 jaar van een totaal van 3.319 patiénten met tuberculose.

Van 76 patiénten met rifampicine resistente tuberculose hadden 20 (26%) een
extrapulmonale vorm van tuberculose waarvoor nu geen directe snelle resistentie bepaling
wordt geadviseerd.

Met de thans in gebruik zijnde richtlijn om op ZN positief sputum materiaal afkomstig van
hoog-risico patiénten de PCR op resistentiegenen te gebruiken, zou dat hebben geleid tot
een snelle herkenning van MDR bij 27% van alle patiénten met een bewezen resistente
tuberculose.



Er is geen duidelijk effect van snelle resistentie bepalingen op de behandeling terug te
vinden.

Discussie en eindconclusie.

Nederland heeft als high-income, laag-incidentie gebied voor tuberculose alle know-how en
middelen om met snelle moleculaire testen betrouwbaar een uitspraak over rifampicine—
resistentie (en MDR-TB) te kunnen doen. We hebben daarnaast een goede infrastructuur
voor (vragen over) isolatie en behandeling van resistente tuberculose, bestaande uit klinisch
consulenten, arts-microbiologen, sanatoria en GGD’s. Zowel individuele patiénten als hun
contacten zouden baat kunnen hebben bij snelle herkenning van MDR tuberculose.

Er zijn echter geen gepubliceerde data die bevestigen dat snelle resistentie bepaling in een
laag-endemische setting zoals in Nederland, de behandeling of verspreiding van MDR
tuberculose beinvioedt. Dit is eerder herkend en heeft geleid tot oproepen om hiervoor
evidence te gaan verzamelen. Dat kan door middel van een goede prospectief opgezet
surveillance systeem met registratie van de behandeling. De KNCV zal hiertoe het initiatief
kunnen nemen.

Van de op dit moment beschikbare sneltesten heeft de MTBDRplus een wat betere
performance dan de GeneXpert voor detectie van rifampicine, hoewel een directe
vergelijking ontbreekt. Een bijlkomend voordeel van de MTBDRplus test is de simultane
detectie van INH resistentie. De GeneXpert heeft als voordeel heeft dat hij sneller is en
gemakkelijker uitvoerbaar.

De snelle detectie van resistentie tegen tweedelijns tuberculostatica dient bij voorkeur in
gespecialiseerde centra plaats te vinden.

De bestaande richtlijn om bij bepaalde criteria een snelle moleculaire test op ZN-positief
sputum toe te passen, leidt tot een vroege herkenning van 27% van alle rifampicine
resistente tuberculose. Uitbreiding naar snelle moleculaire testen bij alle patiénten met
ZN/auramine positief sputum verhoogt deze vroeg herkenning naar 75%, maar daarbij wordt
nog steeds 25% gemist. Dit kan verder verbeterd worden door materiaal van alle patiénten
die een positief signaal voor tuberculose geven in de microscopie of PCR aan te bieden voor
een directe snelle resistentie test met de MTBDRplus (INH en rifampicine), GeneXpert
(alleen rifampicine) of een gevalideerde in-house PCR. In verband met de lage PPV is het
noodzakelijk een confirmatie test te verrichten op materiaal met een positieve test. Deze
confirmatie test (MTBDRplus of sequencing, afhankelijk van de primair uitgevoerde test) kan
in het RIVM of in andere centra met expertise in moleculaire resistentie detectie, worden
aangevraagd. De test wordt thans nog niet vergoed.

De sub-werkgroep beveelt aan om bij patiéntmaterialen die een positief signaal voor
tuberculose geven in de microscopie en/of PCR een directe snelle resistentietest uit
te voeren met een van de volgende testen; de MTBDRplus, een GeneXpert of een
gevalideerde in-house PCR (conditionele aanbevelinggeed-practice-statement, expert
opinion). In verband met de lage PPV is het noodzakelijk een confirmatietest te verrichten
op materiaal met een positieve test. Deze confirmatietest kan met spoed in het RIVM of in
andere centra met expertise in detectie van moleculaire resistentie, worden aangevraagd.
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