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VAN DE REDACTIE

Recente ontwikkelingen in de mycologie

Jochem Buil

Binnen de microbiologie vormt de mycologie slechts
een klein subspecialisme. Hoewel dermatomycosen
een zeer hoge incidentie hebben, komen invasieve
schimmelinfecties veel minder voor, voornamelijk bij
immuungecompromitteerde patiénten. Momenteel zijn
er ongeveer 700 schimmels beschreven die humane
infecties kunnen veroorzaken. Het overgrote deel van
de invasieve schimmelinfecties wordt veroorzaakt door
Aspergillus fumigatus. Elke microbioloog of infec-
tioloog zal af en toe te maken krijgen met eeninvasieve
aspergillose en voor deze infecties zijn richtlijnen
beschikbaar. Andere schimmelinfecties zijn veel
zeldzamer en komen zelfs in de grote academische
centra sporadisch voor.

Daarnaast kunnen diepe of invasieve schimmel-
infecties vele uitingsvormen hebben, zoals long-
infecties, subcutane infecties, bloedbaaninfecties,
keratitis en cerebrale infecties, en voor veel schimmel-
infecties is de optimale behandeling nog niet geheel
bekend. Juist hierom is samenwerken en hetdelen van
kennis en ervaring van groot belang.

Het Radboudumc-CWZ Expertisecentrum voor
schimmelinfecties biedt daarom een mycologie-MDO
aan waarin zeldzame of moeilijk behandelbare
schimmelinfecties kunnen worden besproken. In dit
multidisciplinaire overleg wordt advies gegeven over
diagnostiek en behandeling, waarbij zowel aandacht is
voor de host als het pathogeen. In dit themanummer
Mycologie wordt aandacht besteed aan de nieuwe
ontwikkelingen in de mycologie, waaronder enkele
nieuwe pathogenen en nieuwe antifungale behan-
delingen.

Er zijn nog steeds slechts enkele klassen antimycotica
beschikbaar voor de behandeling van invasieve
schimmelinfecties, waaronder amfotericine B, 5-
flucytosine, de azolen en de echinocandinen.
Amfotericine B wordt reeds gebruikt vanaf 1958, 5-
flucytosine werd in 1973 geintroduceerd, de eerste
generatie triazolen kwamen in de jaren 90 op de markt
en de echinocandinen in de jaren 2000. In de laatste
20jaarzijn er alleen enkele nieuwe generaties triazolen

op de markt gekomen met een milder interactie-
bijwerkingsprofiel en bredere antifungale activiteit.
Voor sommige schimmelinfecties zijn er echter nog
steeds geen goed werkzame middelen beschikbaar.
Lomentaspora prolificans bijvoorbeeld, is met de
huidige antimycotica nog steeds niet goed behandel-
baar.

Er zijn momenteel verschillende nieuwe antifungale
middelen in ontwikkeling die wél activiteit vertonen
tegen enkele moeilijk behandelbare schimmels zoals
de eerdergenoemde L. prolificans. Kim Snijdelaar,
Anouk Jansen en Roger Briiggeman geven een
overzicht van de antimycotica die in ontwikkeling zijn
en de potentie hebben om in de nabije toekomst een
plaats in te nemen in de behandeling of profylaxe van
invasieve schimmelinfecties.

Verder beschrijven Eelco Meijer, Andreas Voss en
Jacques Meis de nieuwste ontwikkelingen omtrent
Candida auris. Deze relatief recent beschreven gist
geeft in de hele wereld uitbraken, met name op de
intensive care. C. auris is in veel gevallen ongevoelig
voor azolen, maar ook resistentie tegen de echino-
candinen en amfotericine B komt voor. Hoewel
Nederland met slechts enkele casus nog gespaard is
voor grote uitbraken, is dit geheel anders in veel
omliggende landen, waaronder Griekenland, Italié en
het Verenigd Koninkrijk.

Ten slotte geven Bart Rijnders en collega's een
overzicht van de activiteiten en resultaten van studies
van de Dutch-Belgian Mycosis Study Group: DB-MSG.
Naast de resultaten komen kort de toekomstplannen
en lopende studies aan bod.

Radboudumc, Nijmegen, afdeling Medische
Microbiologie, J.B. Buil, arts-microbioloog.
Correspondentieadres: J.B. Buil
(jochem.buil@radboud.umc.nl).
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VAN DE REDACTIE

Deze uitgave

Bert Mulder, Jan Kaan

Bij de keuze van de onderwerpen voor kopij en met
name themanummers richt de redactie van het
Nederlands Tijdschrift voor Medische Microbioloogie
(NTMM) zich op de wetenschappelijke ontwikkelingen
die plaatsvinden op medisch-microbiologische gebied
in vooral het Nederlands taalgebied. In de praktijk is
het aantal manuscripten dat spontaan aangeboden
wordt altijd kleiner dan het aantal dat door de redactie
binnen de themanummers wordt nagestreefd.
Gewoonlijk wordt een redactieteam samengesteld met
een of meer gastredacteuren van buiten de redactie uit
ons of een aanverwant vakgebied, die op een dergelijk
deelterrein over bovengemiddelde expertise be-
schikken.

Elke toename van het aantal spontaan aangeboden
manuscripten is voor ons als redacteuren uiteraard
bijzonder welkom. Begrijpelijk dat het schrijven in alle
drukte niet heel aantrekkelijk is wanneer je dat vooral
doet voor slechts het plezier ‘to see one's writing in
print. Daarom is het verheugend nieuws dat in de
laatste algemene ledenvergadering van de NVMM
vanuit de commissie Nascholing is gemeld dat
hoofdartikelen in het NTMM voortaan geaccrediteerd
kunnen worden. Hopelijk draagt deze mogelijkheid tot
accreditatie bij aan de doelstelling van het NTMM, om
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een verenigingsblad door en voor alle leden van de
NVMM te zijn.

Het themanummer Mycologie kon tot stand komen
door de medewerking van gastredacteur Jochem Buil,
waarvoor we hem zeer erkentelijk zijn. In deze editie
zijn er naast de thematische mycologieartikelen nog
twee artikelen aan het thema ‘tuberculose’ gewijd. Het
eerste is van Dick van Soolingen en collega’s, waarin
de rol/belang van whole genome sequencing van tbc-
stammen wordt beschreven. Het tweede is van Kristin
Kremer en Kitty van Weezenbeek, dat de in de
afgelopen jaren verbeterde methodieken in de mon-
diale tbc-bestrijding belicht.

Daarnaast bevat deze NTMM een artikel buiten de
thema'’s, geschreven door Koos Korsten en coauteurs.
Het behandelt de epidemiologie van Streptococcus
dysgalactiae subsp. equisimilis.

De Transmissieroute is dit keer van Sylvia Debast en
in onze geschiedenisrubriek In Retrospect haakt
redactielid Gro Vlaspolder in op de actualiteit door
aandacht te besteden aan Edward Jenner en anderen
die een rol speelden bij de ontwikkeling van het
pokkenvaccin.

TRANSMISSIEROUTE

Reizen 1n de tijd

Sylvia Debast

Terwijl ik deze rubriek schrijf, wordt het afscheid van
onze gewaardeerde collega arts-microbioloog Maurice
Wolfhagen voorbereid. Als een collega na 30 jaren Isala
met pensioen gaat, is dat natuurlijk een gebeurtenis om
uitgebreid bij stil te staan én achterom te kijken: een reis
in de tijd. Met weemoed wordt gesproken over “toen”:
over mensen die kwamen en gingen, oudbouw en
nieuwbouw, bijzondere anekdotes, die éne bacterie die
na intensief speurwerk gevonden werd, uitbraken die
bedwongen werden en de vrolike en verdrietige
momenten die tijdens en buiten het werk gezamenlijk
beleefd zijn. Deze herinneringen koesteren en
bespiegelen is cruciaal, want zij vormen de basis van
de saamhorigheid waarmee een laboratoriumteam zelfs
de uitdagingen van een pandemie weet te doorstaan.
In 30 jaren is veel veranderd. De tijd van de bonte rij,
API en andere testjes om een bacterie te determineren
zijn passé. Het zegt tegenwoordig iets over je leeftijd
wanneer je daar op de werkvloer tijdens een labronde
naar verwijst als “maldi er niet uitkomt”, en menig jonge
collega je met een veelzeggende blik aankijkt.
Moleculaire technieken zijn gemeengoed geworden en
natuurlijk heeft de komst daarvan veel vooruitgang
gebracht. In korte tijd en met indrukwekkende
specificiteit wordt een spectrum aan potentiéle
ziekteverwekkers uitgesloten en de boosdoener
aangetoond. De keerzijde ervan is dat we alleen nog
maar vinden waar we naar zoeken, en zoeken naar wat
we denken te kunnen vinden. Hadden we ons ‘oude’
respiratoire PCR-panel de afgelopen periode op de
monsters losgelaten, dan was er geen Covid-19-
pandemie geweest. Dan waren we net als in 1918
overvallen door een ‘Chinese-grieppandemie’, want
daar wezen de symptomen immers op.

Reizen, zo liet het nieuws over Schiphol ons de
afgelopen weekenden weer zien, zit mensen in het
bloed. Je zou bijna denken dat de Covid-19-vaccinatie
de reiskoorts heeft geboosterd. Met de corona-
maatregelen nog maar nauwelijks achter ons, staan
mensen in lange rijen om verre oorden te bezoeken voor
vakanties, congressen, werk. Mensen houden zich niet
aan grenzen, en infectieziekten evenmin. Ongetwijfeld
zien we binnen niet al te lange tijd een volgende

grensoverschrijdende uitbraak. Dat men dit overigens
na twee jaar coronabeperkingen niet wil horen, bleek
wel na een van mijn presentaties hierover. Het leverde
mij het predicaat ‘azijnpisser’ op. Ik heb mij daarvoor
hartelijk bedankt. Azijn heeft immers een antimicrobiéle
werking en de bacterie waarmee het bereid wordt,
Acetobacter, is in 1864 door een van onze beroemdste
voorgangers Louis Pasteur ontdekt. Eervol dus.

Wie met het vliegtuig reist kent natuurlijk het duty-free
magazine verscholen in de rugleuning van de stoel voor
ons: daarin altijd een weergave van hetindrukwekkende
web van vliegroutes in de wereld. Als een spin in dit web
bevindt zich de medische microbiologie; als een wachter
die paraat staat als nieuwe (of oude) infectieziekten zich
aandienen en de wereld over reizen. En om mijn zure
titulatuur ook hier nog maar eens eer aan te doen:
SARS-CoV-2 is vast niet de laatste invloedrijke
medereiziger die we tegenkomen.

De reis van Covid-19 is recent (vooralsnog) afgesloten
met het begin van een oorlog. Hoe vluchtig blijkt de
verbondenheid die deze pandemie de wereld even
bracht. De geschiedenis laat zien hoe groot de invloed
van infectieziekten is. Maar ook hoe bepalend
ontwikkelingen in de wereld zijn voor het ontstaan, de
(re)introductie en verspreiding ervan (en vice versa).
Oorlog s er een van. De komst van vluchtelingen brengt
vergeten infectieziekten weer in beeld en leidt soms
zelfs tot ernstige uitbraken. De actuele uitbraak van
Salmonella typhi in een nabijgelegen asielzoekers-
opvang illustreert dit. Op zo'n moment leeft de ‘oude
garde’ in het laboratorium op: protocollen worden
afgestoft, kennis en kunde uit vervlogen tijden worden
opgefristen doorgegeven. Dan zijn 30 jaren plots relatief
en is een reis terug in de tijd zo gek nog niet.

De pen van deze Transmissieroute geef ik door aan
Rocio Ramos Diaz.

Laboratorium voor Medische Microbiologie en
Infectieziekten (LMMI) Isala, Zwolle, dr. S.B. Debast,
arts-microbioloog. Correspondentieadres:

dr. S.B. Debast (S.B.Debast@isala.nl).
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THEMA MYCOLOGIE

Nieuwe antifungale therapieén

Kim Snijdelaar, Anouk Jansen, Roger Briggemann

Samenvatting

Het huidige arsenaal dat als profylaxe of behandeling
van invasieve schimmelinfecties kan worden ingezet,
bestaat uit de triazolen, polyenen, echinocandinen en
flucytosine. Resistentie tegen triazolen maar ook tegen
andere middelen zoals echinocandinen is een blijvend
probleem voor dithuidige arsenaal. Daarnaastis ereen
kleine groep pathogenen die intrinsiek ongevoelig is
voor de huidige middelen. Ook is er evident behoefte
aan orale therapieén anders dan die van de klasse van
triazolen dan wel aan nieuwe routes van toediening
van deze producten. Dit benadrukt de noodzaak voor
het ontwikkelen van antifungale middelen met nieuwe
aangrijpingspunten.

Een aantal nieuwe geneesmiddelen is in een
vergevorderd stadium van ontwikkeling. Het nieuwe
echinocandine rezafungine dat middels een één-
wekelijkse toediening wordt gegeven bij candida-
infecties of als profylaxe bij Aspergillus alsmede
Pneumocystis jirovecii is een interessant product voor
poliklinische toepassing. Ibrexafungerp is een oraal
alternatief voor de echinocandinen die alleen in
intraveneuze vorm beschikbaar zijn. Fosmanogepix is
eveneens interessant, gezien de orale behandelings-
mogelijkheid en een breed spectrum van activiteit.
Olorofim biedt perspectief in de behandeling van
multiresistente pathogenen als Aspergillus species,
Scedosporium spp., Coccidioides spp. en L.
prolificans, waar patiénten eerder geen behandel-
opties meer hadden. Tot slot wordt opelconazol als
inhalatievorm onderzocht. Deze lokale therapie zal
mogelijk kunnen zorgen voor hoge blootstelling in de
longen zonder systemische toxiciteit ter profylaxe van
invasieve pulmonale aspergillose.

Kortom, er is veel ontwikkeling op het gebied van
nieuwe antifungale therapieén. Een beknopt overzicht
van deze middelen wordt in dit artikel gepresenteerd.

Abstract
The currently available antifungal drugs to prevent and
treat invasive fungal infections consists of the following
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drug classes: triazoles, polyenes, echinocandins and
flucytosine. Both environmental, in-host acquired, and
intrinsic resistance against these antifungal drugs is an
existing and growing problem. This underlines the need
for developing antifungal drugs with new targets.
Additionally, availability of antifungal drugs that can be
administered orally remain highly warranted.

A number of novel antifungal drugs are in an advanced
stage of development. The new echinocandin
rezafungin, which is given once a week for treatment
of Candida infections or as prophylaxis for Aspergillus
and Pneumocystis jirovecii infections is an interesting
product for outpatient use. Ibrexafungerp is a potential
oral alternative to echinocandins, which are only
available intravenously. Fosmanogepix is equally
interesting, given the oral treatment option and a broad
spectrum of activity. Olorofim offers perspective in the
treatment of multidrug resistant pathogens such as
Aspergillus spp., Scedosporium spp., Coccidioides
spp., and L. prolificans, in patients that previously did
not have treatment options. Finally, opelconazole is
investigated as a triazole formulated for inhalation,
where it has the potential of resulting in high local
exposure without systemic exposure.

Summarizing, the field of antifungal drugs is rapidly
developing. A brief overview of these novel antifungal
therapies is presented in this article.

Introductie

Invasieve schimmelinfecties hebben een enorme
impact op de morbiditeit en mortaliteit van individuen.
Candida, Aspergillus, Pneumocystis en Cryptococcus
spp. zijn in Nederland de voornaamste verwekkers van

Radboudumc, Nijmegen, afdeling Apotheek,

K. Snijdelaar, masterstudent farmacie. Radboudumc,
Nijmegen, afdeling Apotheek; Expertisecentrum voor
schimmelinfecties Radboudumc/CWZ, A.M.E. Jansen,
apotheker-onderzoeker, dr. R.J.M. Briggemann,
ziekenhuisapotheker-klinisch farmacoloog.
Correspondentieadres: R. Briggeman
(roger.bruggemann@radboudumec.nl)

deze infecties die kunnen leiden tot een mortaliteit van
meer dan 50 procent [1]. Bovendien blijft resistentie
van Aspergillus en Candida spp. tegen respectievelijk
triazolen en echinocandinen een bestaande uitdaging.
Het huidige arsenaal dat kan worden ingezet ter
profylaxe of behandeling van invasieve schimmel-
infecties bestaat uit de triazolen, polyenen, flucytosine
en echinocandinen.

Huidig arsenaal antifungale geneesmiddelen
De meest gebruikte groep van antifungale genees-
middelen is die van de triazolen bestaande uit
fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol en
isavuconazol. Deze antifungale middelen blokkeren de
synthese van ergosterol door inhibitie van het enzym
lanosterol 14a-demethylase. Hoewel ze er zijn in zowel
een orale als intraveneuze toedingsvorm hebben de
triazolen diverse tekortkomingen. Ten eerste bestaan
er verschillende klinisch relevante interacties met
andere geneesmiddelen via remming of inductie van
cytochroom P450 (CYP)-enzymen, voornamelijk
CYP3A4, CYP2C9 en CYP2C19 [2,3]. Ten tweede
hebben de triazolen een divers en onderling verschil-
lend toxiciteitsprofiel bestaande uit hepatobiliaire
bijwerkingen, QTc-verlenging, hallucinaties en bij
langdurig gebruik het ontstaan van neuropathie,
cardiotoxiciteit, plaveisel-celcarcinoom en fluoride-
geassocieerde periostitis. Daarbij is in Nederland een
hoge incidentie van triazool-resistente Aspergillus
fumigatus waargenomen [4-7].

Het polyeen amfotericine B heeft een fungicide
activiteit met een breed spectrum. Het werkings-
mechanisme van amfotericine B berust op binding aan
ergosterol, het belangrijkste sterol van het fungale
celmembraan. Deze binding leidt tot desintegratie van
het membraan met celdood als gevolg [5]. Het op de
markt komen van amfotericine B-lipidencomplex en
liposomaal amfotericine B leidde tot de beschik-
baarheid van formuleringen met een gunstiger
toxiciteitsprofiel. Al is nefrotoxiciteit met elektrolyten-
stoornissen als gevolg nog niet volledig geélimineerd
uit het toxiciteitsprofiel van amfotericine B [4,6,8,9].
Flucytosine interfereert met de nucleinezuursynthese
in de fungale cel en kan beenmergsuppressie
veroorzaken. Het middel wordt alleen toegepast in
combinatietherapie met amfotericine B vanwege de
snelle resistentieontwikkeling [4].

De echinocandinen caspofungine, anidulafungine en

micafungine inhiberen het enzym 1,3-3-D-glucaan
synthetase. Door deze inhibitie wordt de synthese van
de essentiéle celwandcomponent 1,3-B-D-glucaan
geremd. Hierdoor ontstaat er een onhoudbare
osmotische druk met lysis tot gevolg. De
echinocandinen hebben een gunstig toxiciteitsprofiel
en weinig klinisch relevante interacties met andere
geneesmiddelen [4,6]. Het nadeel is echter dat de
geneesmiddelgroep enkel als intraveneuze toediening
beschikbaar is. Daarnaast worden de echinocandinen
niet of beperkt systemisch ingezet wanneer de infectie
zich manifesteert in gebieden met geen tot matige
geneesmiddelpenetratie zoals het brein, de ogen enin
de blaas.

Om verschillende redenen is er een grote behoefte aan
nieuwe producten. Zo is het huidige arsenaal aan
antifungale middelen vaak onvoldoende om infecties
met (intrinsiek) resistente stammen te behandelen. Dit
benadrukt de noodzaak voor het ontwikkelen van
antifungale middelen met nieuwe aangrijpingspunten.
Ook is er vraag naar meer orale alternatieven om
patiéntvriendelijkheid en -veiligheid te kunnen
verbeteren. Als laatste worden nieuwe toedienings-
routes met lokaal heel hoge concentraties genees-
middel onderzocht.

Op dit moment is een aantal nieuwe antifungale
middelen in ontwikkeling die de potentie hebben een
volwaardig alternatief voor de huidige therapieén te
worden. Deze nieuwste ontwikkelingen zullen hierna
worden geintroduceerd.

In ontwikkeling

Rezafungine

Binnen de huidige klasse van echinocandinen is
rezafungine de meest recente aanvulling. Rezafungine
heeft hetzelfde werkingsmechanisme als de reeds
bestaande echinocandinen met een vergelijkbare
gevoeligheid voor Candida en Aspergillus spp. [10,11].
Daarnaast blijkt uit een muismodel dat Pneumocystis
jiroveciigevoelig is voor rezafungine [12]. Rezafungine
wordt intraveneus toegediend met een eenmalige
oplaaddosering van 400 mg, gevolgd door een gift van
200 mg eenmaal per week [13]. Op dit moment lopen
er twee fase lll-studies naar rezafungine. In de
ReSTORE-studie (NCT03667690, toegankelijk via
https://clinicaltrials.gov/) wordt rezafungine onder-
zocht als behandeling voor patiénten met invasieve
candidiasis. In de ReSPECT-studie (NCT04368559,
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toegankelijk via https://clinicaltrials.gov/)  wordt
rezafungine onderzocht als middel ter profylaxe van
invasieve schimmelinfecties bij patiénten met een
allogene bloed- of beenmergtransplantatie [11]. Het
middel wordt goed verdragen. Uit de fase II-STRIVE-
studie kwamen noch ernstige bijwerkingen noch
relevante interacties met CYP-enzymen en co-
medicatie naar voren, net als bij de overige
echinocandinen [11,14,15].

Concluderend is rezafungine vernieuwend in twee
opzichten: de voorziene inzet als profylaxe van
Pneumocystis jirovecii en de langere halfwaardetijd,
wat éénwekelijkse toediening mogelijk maakt [12,16].
Dit opent deuren voor een meer patiéntvriendelijke,
poliklinische behandeling met een echinocandine.

Ibrexafungerp

Ibrexafungerp vormt een nieuwe geneesmiddelgroep,
genaamd de triterpenoiden. Het geneesmiddel
inhibeert, evenals de echinocandinen, het celwand-
enzymcomplex 1,3-B-D-glucaan synthetase, maar
kent een andere chemische structuur dan de
echinocandinen [17]. Het middel heeft een breed
spectrum van activiteit. Zo blijken de meeste
echinocandinen resistente FKS-mutanten in Candida
spp. gevoelig te zijn voor ibrexafungerp. Daarnaast is
er een duidelijke activiteit van ibrexafungerp tegen
andere (inclusief azool-resistente) Candida spp.
aangetoond [18]. De Aspergillus spp., waaronder de
triazool-resistente stammen, blijken in vitro ook
gevoelig te zijn voor dit triterpenoide [19]. Uit een studie
van Petraitis et al. blijkt de combinatie van ibrexa-
fungerp met isavuconazol een in vitro synergistische
interactie te vertonen bij invasieve pulmonale
aspergillose [20]. De biologische beschikbaarheid is
circa 36 procent en inname met voedsel verhoogt de
blootstelling met circa 40 procent.

Ibrexafungerp is alleen als orale therapie beschikbaar.
Ibrexafungerp wordt oraal toegediend in een oplaad-
dosering van tweemaal daags 750 mg gedurende twee
dagen, gevolgd door eenmaal daags 750 mg. In
combinatie met triazolen wordt een lagere dosering
voorgeschreven, namelijk tweemaal daags 500 mg
voor twee dagen als oplaaddosering en vervolgens
eenmaal daags 500 mg [11].

De Amerikaanse Food and Drug Administration (FDA)
heeft ibrexafungerp in juni 2021 reeds goedgekeurd
voor de behandeling van vulvovaginale candidiasis
(VVC) [21]. Op dit moment wordt oraal ibrexafungerp
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ook onderzocht voor de behandeling van invasieve
schimmelinfecties in één fase II- en twee fase lllI-
studies. Allereerst wordt in de FURI-studie
(NCT03059992, toegankelijk via https://
clinicaltrials.gov/) ibrexa-fungerp toegediend aan
patiénten met invasieve schimmelinfecties die
intolerant of ongevoelig zijn voor de standaard-
behandeling. Ten tweede wordt in de CARES-studie
(NCT03363841, toegankelijk via https://
clinicaltrials.gov/) ibrexafungerp toegepast voor de
behandeling van candidiasis door C. auris. Tot slot
wordt ibrexafungerp in de SCYNERGIA-studie
(NCT03672292, toegankelijk via https://
clinicaltrials.gov/) in combinatietherapie met vori-
conazol onderzochtvoor de behandeling vaninvasieve
pulmonale aspergillose [11].

Uit de eerste onderzoeken lijken de triterpenoiden een
redelijk gunstig veiligheidsprofiel te hebben en zijn
geen ernstige bijwerkingen gemeld, enkel gastro-
intestinale bijwerkingen als diarree, misselijkheid en
braken [11]. Ibrexafungerp is een CYP3A4-substraat
en remmer van CYP2C8 en CYP3A4. In tegenstelling
tot de azolen blijkt er geen klinisch relevante interactie
met tacrolimus te =zijn [22]. Daarentegen is
dosisaanpassing van ibrexafungerp in combinatie met
CYP3A-inductoren en -remmers wel nodig om een te
lage respectievelijk hoge blootstelling te voorkomen
[11].

Ibrexafungerp heeft de potentie om als alternatief of
als ‘stepdowntherapie’ te dienen voor de
echinocandinen. De orale toedieningsvorm is hierbij
een pluspunt, daar waar echinocandinen alleen in
intraveneuze vorm beschikbaar zijn. Bovendien kan
ibrexafungerp mogelijk een uitkomst bieden in de
behandeling van resistente invasieve pulmonale
aspergillose bij optredende azool-resistentie.

Fosmanogepix

Fosmanogepix is de eerste in haar klasse. Het is de N-
phosphonooxymethyleen prodrug van manogepix [23].
Manogepix inhibeert het fungale glycosyl-
phosphatidylinositol (GPIl)-anchored wall transfer 1
(GWT1)-enzym dat nodig is bij de biosynthese van
GPI-eiwitten. Door de verminderde biosynthese van
GPI-eiwitten wordt de regeneratie van de fungale
celwand en de adhesie aan hostcellen geremd [23,24].
Fosmanogepix is een breedspectrum antifungaal
geneesmiddel met aangetoonde activiteit tegen
Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Coccidioides,

Fusarium, Scedosporium spp. en L. prolificans [23,24].
Fosmanogepix is zowel oraal als intraveneus
beschikbaar. Het toedieningsregime van fosmano-
gepix bestaat uit een oplaaddosis van tweemaal daags
1000 mg intraveneus gedurende dag 1, waarna
gedurende twee dagen eenmaal daags 600 mg wordt
gegeven. Vervolgens wordt doorbehandeld met of
eenmaal daags 600 mg intraveneus 6f eenmaal daags
700 mg oraal [11]. Het product heeft een hoge
biologische beschikbaarheid van meer dan 90 procent,
die niet wordt beinvloed door voedsel.

In september 2019 heeft de FDA de status van
versnelde beoordeling van fosmanogepix aangekon-
digd, om zo de ontwikkeling te vergemakkelijken. Dit
heeft betrekking op de behandeling van invasieve
candidiasis, aspergillose, scedosporiose, fusariose,
mucormycose, cryptococcose en coccidioidomycose
[25].

Recent is de fase ll-studie APEX (NCT04148287,

toegankelijk via https://clinicaltrials.gov/) voltooid,
waarin patiénten met invasieve candidiasis door C.
auris met fosmanogepix werden behandeld.
Daarnaast wordt in de fase Il-studie AEGIS
(NCT04240886, toegankelijk via https://
clinicaltrials.gov/) fosmanogepix onderzocht bij
patiénten met invasieve schimmelinfecties door
Aspergillus, Scedosporium, Fusarium spp. en
Mucorales. Tot op heden wordt het nieuwe
geneesmiddel goed verdragen en zijn er geen ernstige
bijwerkingen gemeld, zoals eerder naar voren is
gekomen in studies bij gezonde vrijwilligers en
patiénten [11].

Gezien de vele gevoelige pathogenen is de
ontwikkeling van fosmanogepix een welkome
aanvulling op het huidige arsenaal. Daarnaast is
overstap van intraveneuze naar orale therapie na drie
dagen mogelijk een optie. De beschikbaarheid van een
orale en een intraveneuze formulering biedt een

Tabel 1. Overzicht nieuwe antifungale therapieén. DHODH = dihydroorotaat dehydrogenase;
GWT1 = GPl-anchored wall transfer protein 1; a = profylaxe; b = behandeling

Geneesmiddel Geneesmiddel- [ Aangrijpingspunt | Huidige
groep onderzoeks-
fase

Vernieuwing

Rezafungine Echinocandinen  1,3-B-D-glucaan I[P
synthetase

Ibrexafungerp Triterpenoiden 1,3-B-D-glucaan  llI°
synthetase
Orotomiden DHODH 111
Fosmanogepix [\B GWT1 e
phosphonooxy-
methyleen
prodrugs
lanosterol 14a- 12

demethylase

Opelconazol Triazolen

Eénwekelijkse intraveneuze

toediening

Orale toedieningsvorm en

breedspectrum activiteit

Activiteit tegen multiresistente

pathogenen

Intraveneuze en orale
toedieningsvorm en breedspectrum

activiteit

Inhalatie toedieningsvorm
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voordeel, vergeleken metde echinocandinen, waarvan
enkel intraveneuze therapie beschikbaar is. Met de
grote fase lll-studies met fosmanogepix moet nog
worden begonnen. Uit deze studies moet blijken of
deze positieve trend doorzet.

Olorofim

Ook olorofimis de eerste van een nieuwe klasse binnen
de antifungale geneesmiddelen, namelijk de
orotomiden. Het geneesmiddel inhibeert het fungale
enzym dihydroorotaat dehydrogenase (DHODH) in de
pyrimidinesynthese, zonder significante kruisreac-
tiviteit met humaan DHODH. Door deze selectieve
aangrijping blijft de toxiciteit beperkt [26]. Olorofim is
een antifungaal middel met activiteit tegen Aspergillus
spp. (onder andere azool-resistente A. fumigatus),
Scedosporium spp., Coccidioides spp. en L. prolifi-
cans [26].

Olorofim is enkel als orale formulering beschikbaar.
Olorofim wordt oraal toegediend met een eenmalige
oplaaddosering van tweemaal daags 150 mg, gevolgd
door tweemaal daags 90-150 mg [11]. De biologische
beschikbaarheid ligt rond de 68 procent.

In oktober 2020 heeft de FDA de status van
doorbraaktherapie afgekondigd voor olorofim voor de
behandeling van coccidioidomycose. In 2019 verkreeg
olorofim deze status al voor de behandeling van
invasieve schimmelinfecties bij patiénten met gelimi-
teerde tot geen behandelopties [27].

De FORMULA-OLS-studie (NCT03583164, toegan-
kelijk via https://clinicaltrials.gov/) is een fase IIb-studie
waarbij olorofim onderzocht wordt bij patiénten met
invasieve schimmelinfecties zonder alternatieve
behandelopties. Hierbij is veelal sprake van infecties
met de eerdergenoemde resistente pathogenen.
Daarnaast is eind november 2021 het OASIS-
onderzoek (NCT05101187, toegankelijk via https://
clinicaltrials.gov/) gestart. In deze fase lll-studie zal
olorofim worden vergeleken met L-amfotericine B
(Ambisome®) therapie bij patiénten met invasieve
aspergillose.

Bij gezonde vrijwilligers en de eerste 100 patiénten in
het FORMULA-OLS onderzoek zijn geen ernstige
bijwerkingen ontdekt [28]. Olorofim is een zwakke
remmer van CYP3A4 en wordt ook voornamelijk door
CYP3A4 gemetaboliseerd. De klinische relevantie van
interacties met en door olorofim zijn vergelijkbaar met
fluconazol [11,26,29]. Olorofim biedt perspectief in de
behandeling van multiresistente pathogenen als
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Coccidioides spp., Aspergillus spp., Scedosporium
spp. en L. prolificans, daar waar patiénten eerder geen
behandelopties meer hadden.

Opelconazol

Opelconazol behoort tot de groep van de triazolen en
heeft dan ook hetzelfde werkingsmechanisme [30]. Het
spectrum van opelconazol bestaat uit Candida,
Aspergillus en Cryptococcus spp. en Rhizopus
arrhizus/oryzae [30]. Uniek aan opelconazol is dat het
als inhalatietherapie is ontwikkeld in de vorm van een
waterige suspensie, waarvan viermaal daags 5 mg
wordt verneveld [11,31].

Uit een fase I-studie komen enkel bijwerkingen van
voorbijgaande aard als hoesten en een opgezette keel
naar voren, die passen bij inhalatietherapieén [32]. De
verwachting is dat er minder systemische bijwerkingen
worden ontdekt dan bij de huidige triazolen, aangezien
opelconazol als lokale therapie niet tot hoge
systemische blootstelling leidt. In een recent
opgestarte fase Il-studie (NCT05037851, toegankelijk
via https://clinicaltrials.gov/) wordt opelconazol als
profylaxe onderzocht ter voorkoming van een
pulmonale aspergillose bij longtransplantatie-
patiénten.

Zowel als therapie als in de profylaxe van invasieve
pulmonale aspergillose ligt een rol weggelegd voor
opelconazol. Opelconazol kan in combinatie met
systemische azooltherapie bij invasieve pulmonale
aspergillose worden toegepast om een hoge bloot-
stelling in de longen te verkrijgen en de systemische
toxiciteit te beperken. Daarnaast kan opelconazol
mogelijk worden toegepast bij chronische pulmonale
aspergillose (CPA), waarbij patiénten langdurig
pulmonaal behandeld dienen te worden.

Eenkort overzicht van de beschreven geneesmiddelen
in ontwikkeling is weergeven in tabel 1 (pagina 57).
Een overzicht van het spectrum van activiteit is
weergegeven in figuur 1. Voor alle geneesmiddelen
geldt dat er nog meer onderzoek nodig is voordat de
geneesmiddelen veilig in de dagelijkse klinische
praktijk voorgeschreven kunnen worden. Zo zullen de
resultaten van fase Il- en lll-studies uitwijzen of de
geneesmiddelen voldoende effectiviteit en geringe
toxiciteit hebben. Daarnaast is meer langdurig
onderzoek nodig om de langetermijneffecten in kaart
te brengen, ook na de mogelijke registratie van de
antifungale middelen.

Concluderend hebben de antifungale middelen die in
dit artikel zijn besproken potentie om naast het huidige
arsenaal aan beschikbare middelen een belangrijke

plaats in te nemen in de profylaxe en behandeling van
invasieve schimmelinfecties.

Antifungal agents Ibrexafungerp Opelconazole

Pathogens

Aspergillus calidoustus
Aspergillus fumigatus
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THEMA MYCOLOGIE

Candida auris: huidige inzichten

Eelco F.J. Meijer, Andreas Voss, Jacques F. Meis

Samenvatting

Candida auris is een recent beschreven gist die
wereldwijd invasieve infecties en ziekenhuisuitbraken
veroorzaakt. Sinds de ontdekking in 2009 zijn er vijf
verschillende clades beschreven, verspreid over meer
dan 50 landen en alle continenten, behalve Antarctica.
C. auris is vaak resistent voor één of meer klassen
antifungale middelen en veroorzaakt invasieve schim-
melinfecties met hoge mortaliteit in ziekenhuizen. Met
name beademde pati€nten met lichaamsvreemd
materiaal en verschillend comorbiditeiten afkomstig uit
ziekenhuizen met C. auris-uitbraken lopen risico.
Europa is hierop geen uitzondering. De unieke
eigenschappen van C. auris, waaronder biofilm-
vorming naast zout- en thermotolerantie, geven deze
gist de mogelijkheid om langdurig binnen en buiten het
lichaam te overleven. Detectie, behandeling en
eliminatie van deze gist is wereldwijd een uitdaging
gebleken, zelfs wanneer een ziekenhuis (voorheen)
adequate  ziekenhuisinfectiepreventiemaatregelen
hanteerde. Dit overzicht beschrijft de epidemiologie,
diagnostiek, pathogenese, antifungale gevoeligheid,
behandeling en huidige infectiepreventie-inzichten van
C. auris.

Summary

Candida auris is an emerging pathogenic yeast
causing nosocomial infections and is considered a
serious global health threat. It was first reported as a
novel Candida species in 2009 and five different clades
have been isolated in over 50 countries on all
continents, with the sole exception of Antarctica.

C. auris is often multidrug-resistant and causes
invasive infections associated with high mortality in
susceptible hospitalized patients, particularly those
with indwelling vascular catheters and multiple
comorbidities in intensive care settings. Its unique
combined properties, including salt- and thermo-
tolerance in addition to biofilm formation, allow for

longterm patient colonization and survival outside the
human body. The detection, control and elimination of
this pathogen has proven challenging, allowing for
nosocomial transmission even when implementing
formerly successful infection prevention and control
measures. This review discusses the current insights
on epidemiology, diagnostics, pathogenicity, drug-
resistance, treatment, and hospital infection prevention
and control measures of this emerging global threat.

Introductie

Candida auris werd voor het eerst beschreven in 2009,
nadat de toen nog onbekende gist werd gevonden in
de externe gehoorgang van een Japanse vrouw in
Tokyo, Japan [1]. De gist groeide bij 40 graden Celsius,
een zeldzame eigenschap die gedeeld wordt door
onder andere de meer pathogene Candida species C.
albicans en C. glabrata. ITS-sequencing plaatste de
gist in de familie Metschnikowiaceae, een familie met
intrinsiek resistente Candida-soorten waaronder de
vaker voorkomende C. lusitaniae. De gist bleek nauw
verwant aan C. haemulonii en C. pseudohaemulonii,
berucht om hun intrinsieke fluconazol en amfotericine
B-resistentie. Omdat de gist in het oor gevonden werd
volgde daarop de species naam ‘auris’, latijn voor ‘oor’.
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De volgende jaren dook C. auris meer en meer op als
veroorzaker van invasieve infecties en ziekenhuis-
uitbraken wereldwijd. Inmiddels is C. auris als ‘urgent
threat’ in de Verenigde Staten op de Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) 2019 Antibiotic
Resistance Threats geplaatst [2].

Epidemiologie

Na de eerste beschrijving in Japan [1] werden casus
gemeld in Zuid-Korea met otitis media en candide-
mieén [3,4]. In de jaren erna werden ook candidemieén
met C. auris beschreven in India, Zuid-Afrika, Koeweit,
Pakistan en Venezuela [5]. Analyse via whole genome
sequencing liet zien dat de gevonden C. auris-
stammen behoorden tot verschillende clades, gene-
tisch behorend tot Zuid-Azié (clade I), Oost-Azié (clade
I), Afrika (clade lll), en Zuid-Amerika (clade V), die
onderling 40.000 tot 140.000 ‘single nucleotide
polymorphisms’ (SNP’s) verschillen [6]. Recent
kwamen daar uitbraken in Noord-Amerika en Europa
bij [6-8], met gevallen uit Duitsland en Nederland waar
isolaten uit de clades Zuid-Azi€ [9,10] en Afrika zijn
gevonden (persoonlijke communicatie). In Iran is
inmiddels de vijfde clade geidentificeerd, die meer dan
200.000 SNP’s verschilt met alle andere clades [11].
Het verschil in SNP’s is een bewijs voor het verschil in
oorsprong. Daarna zijn 30.000 isolaten uit meer dan
40 landen in retrospect bekeken en bleken de eerste
candidemieén met C. auris al in 1996 in Zuid-Korea
[12] aanwezig geweest te zijn. De eerste retrospectief
gevonden Europese casus, bij een patiént in Frankrijk
in 2007, kwam uit India ruim voor de eerste beschreven
uitbraken in India in 2012 [13]. Sindsdien is verdere
verspreiding wereldwijd onmiskenbaar, met de
ziekenhuizen als belangrijkste bron van verspreiding.
Inmiddels is C. auris wijdverspreid in meer dan 50
landen (figuur 1) en zijn duizenden casus beschreven.
Per2021 zijn ermeerdan 1000 klinische casus en 3772
C. auris-gekoloniseerde patiénten alleen al in de
Verenigde Staten [14]. Er zijn 620 C. auris-casus
beschreven tussen 2013 en 2017 in Europa; circa 75
procent betrof kolonisatie en 18 procent candidemieén.
Waarschijnlijk betreft dit een onderschatting aangezien
veel landen diagnostiek en kennis niet op orde hadden
[15]. De reden waarom C. auris nu simultaan op
verschillende continenten opduikt is nog altijd
onbekend, al lijkt de betrokkenheid van klimaat-
verandering een reéle mogelijkheid [16].
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Diagnostiek

C. auris groeit (creme-)wit op Sabouraud dextrose
agar, kan binnen enkele dagen groeien bij 40 graden
Celsius en groeit trager bij 42 graden Celsius.
Microscopisch zijn ovale, knopvormende (budding)
gisten te zien en de meeste subspecies vormen geen
pseudohyfen. De nauw verwante C. lusitaniae, C.
haemulonii en C. pseudohaemulonii groeien niet bij 42
graden Celsius en vormen juist wel pseudohyfen.
Bijzonder voor C. auris is de zouttolerantie, waardoor
C. auris goed kan groeien in aanwezigheid van 10
procent natriumchloride. Chromogene platen zijn op
het moment van schrijven niet bruikbaar voor
identificatie [17], maar kunnen nuttig zijn om C. auris
verdachte kolonies te identificeren in een mengcultuur
als de kleur verschilt van andere Candida species. Op
Sabouraud agar bij 30 tot 35 graden Celsius kan groei
tot 10 dagen duren en zijn foutnegatieve uitslagen
beschreven bijbemonstering van de omgeving en huid.
Zowel de sensitiviteit als de specificiteit van de kweek
kan tot vrijwel 100 procent verhoogd worden bij
ophoping in Sabouraudbouillon met 72-uurs incubatie
bij 40 graden Celsius met toegevoegde voedings-
stoffen (dulcitol, mannitol of dextrose), 10 procent
natriumchloride, en eventueel gentamicine en chloor-
amfenicol [18].

Identificatie kan tegenwoordig uitstekend met malditof-
ms. Voorheen werd C. auris door alle geauto-
matiseerde systemen foutief gedetermineerd als C.
haemulonii, C. duobushaemulonii, maar ook als
andere Candida species, Rhodotorula glutinis en
Saccharomyces species [19]. C. auris- rondzendingen
in Nederland en Belgié lieten zien dat identificatie in
veel gevallen niet foutloos was [20]. Gebruikmakend
van geactualiseerde databanken met gevalideerde C.
auris-spectra zijn sensitiviteit en specificiteit tegen de
100 procent gerapporteerd voor zowel Vitek MS
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Frankrijk) als MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Duitsland). ITS
(internal transcribed spacer) PCR, 28S PCR of whole-
genome sequencing worden beschouwd als valide
alternatieven op dit moment [21]. ‘In-house’ PCR zijn
beschreven, maar commerciéle mogelijkheden zijn er
nog niet [8,22]. Voor het typeren van de clades bij
uitbraken bestaat een goedkoop maar betrouwbaar
alternatief voor whole-genome sequencing (WGS), dat
gebruikmaakt van een short tandem repeat (STR)
typing assay [23] (Expertisecentrum Schimmel-
infecties Radboudumc/CWZ, Nijmegen, Nederland).

Figuur 1. Landen waar Candida auris inmiddels gerapporteerd is (blauw). Bron: mapchart.net
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Pathogenese

Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata en C.
parapsilosis veroorzaken de meeste candidemieén
wereldwijd. Jaarlijks neemt het aantal candidemieén
met C. auris echter toe met een geschatte mortaliteit
van 30 tot 60 procent [24]. C. parapsilosis en C. auris
zijn bekend om langdurige kolonisatie van de huid en
lichaamsvreemd materiaal, met overleving op plastics
buiten het lichaam van meer dan twee en vier weken
voor respectievelijk C. auris en C. parapsilosis [18].
Langdurige overleving op stof, natte maar ook droge
en niet-poreuze oppervliakken is ook voor beide
species beschreven [24]. C. parapsilosis-isolaten uit
de ziekenhuisomgeving bleken in vitro zelfs meer
virulent [25]. Bovendien zijn deze species berucht
vanwege nosocomiale verspreiding en uitbraken met
significante mortaliteit bij immuungecompromitteerde
patiénten en patiénten op de intensive care.

In verschillende studies is naar virulentie gekeken. In
diermodellen bleken C. albicans en C. auris vergelijk-
baar qua virulentie, waarbij C. auris minder biofilm lijkt
te vormen. Ook kon C. auris beter repliceren en liet
C. auris een verhoogde mortaliteit zien opzichte van
C. glabrata en C. haemulonii [26,27]. Daarnaast
hadden C. auris en C. albicans in een ex vivo humaan
bloedmodel vergelijkbare pathogeniteit[24]. Genetisch
is nog veel onbekend. Via WGS lijkt C. auris veel op
C. haemulonii en C. lusitaniae, wat de zouttolerantie

en thermotolerante eigenschappen kan verklaren.
Vergeleken met andere Candida species blijkt C. auris
maar enkele tientallen unieke genen te bezitten die met
name coderen voor additionele ‘drug-efflux’-pompen,
bijdragend aan antifungale resistentie [28]. Diverse
mutaties zijn geconserveerd in C. auris waaronder in
ERG11, hetlanosterol 14 a-demethylase-aangrijpings-
punt van azolen, FKS1, het echinocandinen-
aangrijpingspunt  1,3-beta-glucan synthetase, en
FUR1, het flucytosine-aangrijpingspunt uracil
phosphoribosyl-transferase [24,29,30]. Daarnaast zijn
genen beschreven die zorgen voor het uitscheiden van
lipases en het maken van biofilm [31]; ook is bij C. auris
unieke activatie van resistentiegenen beschreven bij
blootstelling aan azolen en amfotericine B [28].

Fenotypische gevoeligheid en behandeling
Arendrup et al. [32] hebben in 2017 EUCAST-en CLSI-

breekpunten voorgesteld op basis van ‘epidemio-
logical cut-off values’ (ECOFF’s), waarna de Ameri-
kaanse CDC de volgende voorlopige CLSI-breek-
punten heeft geadviseerd: fluconazol > 16 mg/l;
amfotericine B > 1 mg/l; caspofungine > 1 mgl/l;
micafungine > 2 mg/l; en anidulafungine > 2 mgl/l.

Op dit moment zijn er geen gecontroleerde studies
waarin de morbiditeit en mortaliteit bij een gekozen
therapie worden bekeken.
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C. auris is meestal resistent voor een of meer
antifungale middelen met grote verschillen tussen de
vijf clades per regio en uitbraak [33]. C. aurisis de enige
gist waar meermaals resistentie is gevonden voor alle
klassen antifungale middelen die momenteel beschik-
baar zijn, tot 4 procent in subpopulaties [5,34,35]. In
350 verschillende isolaten uit India (tussen 2009 en
2017) was 25 procent van de isolaten resistent voor
twee antifungale klassen en 13 procent voor meer dan
twee klassen (‘multidrugresistant’; MDR). Op grond
van bovenstaande voorlopige CLSI-breek-punten
bleek de fenotypische ‘resistentie’ voor fluconazol 90
procent; amfotericine B 8 procent; caspofungine 7,1
procent; anidulafungine 2 procent en micafungine 2
procent [30]. Het percentage boven ECOFF voor
voriconazol was 15 procent; flucytosine 16 procent;
itraconazol 3,4 procent; isavuconazol 3,7 procent en
posaconazol 2 procent. Terbinafine en nystatine waren
altijd resistent. In een grote meta-analyse uit 2018 [36]
met 742 isolaten wereldwijd bleek ‘resistentie’ voor
fluconazol 80,8 procent; amfotericine B 26,2 procent;
caspofungine 8 procent; anidulafungine 5,3 procent en
micafungine 5 procent. Het percentage boven ECOFF
voor voriconazol was 38,1 procent; flucytosine 8
procent; itraconazol 7,2 procent; isavuconazol 9,2
procent en posaconazol 6,3 procent.

In C. auris-isolaten uit alle vijf clades waren in een in
vitro biofilmassay de MIC’s fors verhoogd voor de
azolen, echinocandinen en liposomaal amfotericine B;
de MIC voor conventioneel amfotericine B was het
vaakst nog binnen therapeutische range [37].
Nitroxoline blijkt uitstekende activiteit te hebben tegen
C. auris (MIC’s 0,125-1 mg/l), hetgeen mogelijk een
waardevol alternatief is voor fluconazol of amfotericine
B blaasspoeling bij candidurie [38]. Nitroxoline is niet
beschikbaar in Nederland, maar wel in Duitsland voor
ongecompliceerde  bacteriéle  urineweginfecties
(EUCAST breekpunt Escherichia coli > 16 mg/l) met
standaarddosering 3 dd 250 mg.

Indien C. auris wordt gevonden bij een patiént, is
gevoeligheidsbepaling altijd geindiceerd. De Neder-
landse SWAB-richtlijn invasieve schimmelinfecties
(SWAB Guidelines for the Management of Invasive
Fungal Infections, 2017) is grotendeels conform de
huidige internationale consensus voor empirische
therapie bij een C. auris-candidemie. Bij volwassenen
is de empirische therapie van voorkeur echinocandine-
monotherapie, met liposomaal amfotericine B als
tweede keus. Fluconazol is empirisch geen optie
vanwege de hoge kans op resistentie. Eris geen bewijs
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voor betere effectiviteit van dubbeltherapie, ondanks
in-vitrosynergie tussen micafungine en voriconazol in
MDR C. auris wanneer bij minstens een van de
middelen een lage MIC is gemeten [39]. Verdere
adviezen sluiten aan bij wat gebruikelijk is in Nederland

bij candidemieén.

Ziekenhuisinfectiepreventie

Uitbraken met C. auris zijn wereldwijd beschreven, op
alle continenten behalve Antarctica, waaronder in
Europese ziekenhuizen in Spanje, Engeland en Italié
[35]. Kennislacunes waaronder inadequate dia-
gnostiek, uitzonderlijke infectiepreventiemaatregelen
en het simpelweg geen rekening houden met C. auris
speelden bij het ontstaan van uitbraken een rol.
Intrinsieke eigenschappen van deze gist zoals
hierboven beschreven maakt deze species extra
succesvol in het veroorzaken van uitbraken,
waaronder de langdurige overleving op lichaams-
vreemd materiaal (biofilm) alsmede langdurige
overleving buiten het lichaam. Er zijn echter meer
variabelen die bijdragen aan verspreiding.
Kolonisatie van patiénten betreft vaak de huid, de
oksels en liezen, die niet standaard worden mee-
genomen bij een screening op bijzonder resistente
micro-organismen (BRMO) [35]. Bovendien dient men
een Sabouraudbouillon met 10 procent natrium-
chloride te gebruiken om foutnegatieve kweken te
voorkomen (zie diagnostiek). Andere locaties zijn ook
beschreven, waaronder rectaal, vaginaal, urinewegen,
mond, neus, oren, in wonden en op lichaamsvreemd
materiaal. In ziekenhuizen met een C. auris-uitbraak
hebben beademde patiénten met lichaamsvreemd
materiaal het hoogste risico op kolonisatie.
Transmissie is al beschreven bij 4 uur contacttijd en
invasieve infecties binnen 48 uur na contact [31]. In
eerdere Europese casus resulteerde kolonisatie bij
circa 24 procent van de patiénten tot een infectie of
candidemie [15].

De gebruikelijke handhygiéne met producten op meer
dan 70 procent alcoholbasis (EN 1500) is effectief om
transmissie te voorkomen. Patiénten gekoloniseerd of
geinfecteerd met C. auris moeten in een eigen kamer
geplaatst worden, met minimaal contactisolatie maar
bij voorkeur in strikte isolatie met negatieve druk [35].
Verspreiding van C. auris is beschreven naar kleding,
gordijnen, kussens, matrassen, disposables, douche-
putjes, oorthermometers, infuuspalen, monitoren, en
andere (verrijdbare) medische apparatuur, waarna C.

auris nog wekenlang levensvatbaar kan zijn [24,40].
Sporicide desinfectans en desinfectans op basis van
waterstofperoxide zijn ook bewezen bruikbaar [41].
Minimaal tweemaaldaags schoonmaken met weg-
werpmateriaal wordt aanbevolen [35]. Effectiviteit
tegen C. auris moet specifiek vermeld staan bij
schoonmaakmiddelen met quaternaire ammonium-
verbindingen omdat deze niet altijd werkzaam zijn.
Onder bijzondere omstandigheden (uitbraak) wordt
aansluitend een eindschoonmaak met waterstof-
peroxideverneveling of UV-C geadviseerd [42].
Rigoureuze infectiepreventiemaatregelen zijn kosten-
effectief; een C. auris-uitbraak in London in 2016 heeft
meer dan een miljoen pond gekost [43].

Indien een opgenomen patiént gekoloniseerd is met C.
auris, zijn infectiepreventiemaatregelen altijd nood-
zakelijk. Patiénten met bewezen kolonisatie kunnen
jaren gekoloniseerd blijven ondanks dat er tussentijds
bij herhaling sprake is van negatieve kweken. Het is
onbekend wanneer vervolgkweken nuttig zijn. De
Amerikaanse CDC stelt om minimaal drie maanden te
wachten na positieve kweek, voordat evaluatie voor
kolonisatie gedaan mag worden met bemonstering op
voorheen positieve locaties met additionele oksel- en
liesinventarisatie. Al het lichaamsvreemde materiaal
moet verwijderd zijn, andere risicofactoren verdwenen
en eventuele antifungale therapie moet minimaal één
week gestaakt zijn (expert opinion). Experts stellen dat
indien twee sets met minimaal een week tussenpoos
negatief zijn, isolatiemaatregelen kunnen worden
opgeheven.

In Nederland zal het beleid om isolatiemaatregelen op
te heffen voor C. auris anders zijn gezien de bestaande
richtlijinen rondom BRMO. De CDC-gestelde termijn
van drie maanden is ook discutabel, aangezien er
studies zijn die langere kolonisatie van circa acht
maanden [44] en meer dan 24 maanden [31] bij
patiénten aantonen. Het afnemen van een neuskweek
kan ook van meerwaarde zijn aangezien geisoleerde
neuskolonisatie bij patiénten [45] en ziekenhuis-
personeel [46] beschreven is. Het advies in Nederland
moet zijn om een set van keel-, neus- en (peri-)anale
kweken met additionele swab van oksel en lies plus
andere eerder positief bevonden locaties af te nemen,
minimaal 12 maanden na de eerste negatieve kweken.
Geadviseerd wordt om kolonisatie niet te behandelen.
Topicale chloorhexidine- of systemische antifungale
therapie is ineffectief gebleken om patiénten te
dekoloniseren [31,35,47].

Conclusie

De afgelopen jaren heeft de gist Candida auris zich
wereldwijd verspreid, simultaan op verschillende
continenten. Kenmerkend is de vergelijkbare virulentie
met de meest pathogene Candida-soorten die we
kennen, in combinatie met uitdagende diagnostiek,
kennislacunes, uitstekende overleving buiten het
lichaam door zout- en thermotolerantie, biofilmvorming
op lichaamsvreemde materialen en veelvoorkomende
resistentie voor een, meer of zelfs alle beschikbare
antifungale klassen met hoge mortaliteit bij infectie tot
gevolg. Beademde patiénten met lichaamsvreemd
materiaal afkomstig uit ziekenhuizen met C. auris-
uitbraken hebben het hoogste risico op dragerschap.
Daarnaast zijn gangbare protocollen voor mycologie-
kweken en het screenen op BRMO niet sensitief
genoeg om C. auris te detecteren. C. auris verdient
een plek op de prioriteitenlijst van infectiepreven-
tiemaatregelen in het ziekenhuis. Het heeft de
aanbeveling om protocollen waar nodig te herzien.
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THEMA MYCOLOGIE

De Dutch-Belgian Mycosis Study Group
Alles valt of staat met samenwerking

Bart Rijnders, Frank van de Veerdonk, Paul Verweij, Joost Wauters

Voordat de intensivecareafdelingen in Nederland vol
kwamen te liggen met patiénten met covid-19, waren
invasieve gist- en schimmelinfecties geen zeld-
zaamheid in het Erasmus MC. Maar zelfs in een groot
universitair medisch centrum gaat het nog steeds om
enkele tientallen en niet honderden patiénten per jaar.
Om binnen niet al te lange tijd een klinisch onderzoek
naar een relatief zeldzame infectie zoals invasieve
aspergillose (IA) tot een goed einde te brengen, laat
staan een onderzoek naar azoleresistentie bij IA, is
Nederland te klein. De opleiding tot internist en het
promotieonderzoek van Bart Rijnders speelden zich af
in het Universitair Ziekenhuis Leuven. Hijwas daardoor
goed geinformeerd over de expertise in schimmel-
infecties die daar aanwezig was, zowel bij de afdeling
Microbiologie (prof. Katrien Lagrou), Hematologie
(prof. Johan Maertens) alsook de intensive-
careafdeling (prof. dr. Joost Wauters). Bovendien
spreekt men in het noordelijk deel van Belgié ongeveer
dezelfde taal en speelt er een vergelijkbaar
‘schaalprobleem’ wat betreft onderzoek naar
schimmel-infecties. Samenwerking over de grens
heen zou dus logisch zijn. Toen dr. Alexander
Schauwvlieghe in het kader van promotieonderzoek
naar schimmelinfecties voor drie jaar vanuit Gent naar
Rotterdam verhuisde werd ook de link met
ziekenhuizen in Gent en Brugge gelegd. In
verschillende onderzoeksprojecten werd samen-
gewerkt met de collega’s van het Radboudumc, het UZ
Gent, Het UZ Leuven en het AZ in Brugge (en
viteindelijk nog zeven andere ziekenhuizen in
Nederland). Zo werd het idee geboren om deze
samenwerking tussen ziekenhuizen over de grens
heen te faciliteren en hopelijk ook fondsenwerving
kansrijker te maken. Samen met Frank van de
Veerdonk, Paul Verweij, Roger Briggeman, Joost
Wauters, Katrien Lagrou en Johan Maertens hebben
Alexander Schauwvvlieghe en Bart Rijnders daarvoor
in 2017 de Dutch-Belgian Mycosis Study Group (DB-
MSG) in het leven geroepen.

Hieronder zetten we op een rij tot welke studies en
resultaten deze samenwerking inmiddels heeft geleid.
Ook bespreken we wat we in de volgende jaren hopen
te bereiken. Ten slotte hopen we collega’s te
enthousiasmeren om zich bij de DB-MSG aan te
sluiten.

Influenza- en covidgeassocieerde invasieve

pulmonale aspergillose (IAPA, CAPA)

De relatief kleine en meestal binnen één centrum
uitgevoerde onderzoeken naar Aspergillus-superin-
fecties bij patiénten met influenza (IAPA) en die in de
afgelopen decennia werden gepubliceerd, hadden nog
niet geleid tot brede bekendheid van dit ziektebeeld bij
intensivisten in Europa en nog veel minder buiten
Europa. In een groot retrospectief onderzoek werden
daarom op een systematische manier klinische en
microbiologische gegevens verzameld van 432 met
influenza geinfecteerde patiénten van zeven intensive-
careafdelingen in Nederland en Belgié, opgenomen in
een periode van zeven seizoenen. Bij 19 procent van
de patiénten waren er sterke aanwijzingen voor een
Aspergillus-superinfectie en dit liep op tot 32 procent
bij de immuungecompromitteerde patient [1]. De
werkelijke incidentie ligt waarschijnlijk nog hoger want
in de daaropvolgende prospectieve POSA-FLU-studie
werd de mycologische diagnostiek geoptimaliseerd
(systematisch bronchoscopie met BAL en galacto-
mannanbepaling). Deze studie werd gecodrdineerd
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door Joost Wauters (UZ Leuven) en Roger Briiggeman
(Radboudumc). Het betrof een fase Il-studie waarin
werd onderzocht of patiénten die op de IC waren
opgenomen voor respiratoir falen door influenza, baat
hadden bij posaconazoleprofylaxe. In deze studie was
de incidentie van IAPA maar liefst 24 procent,
grotendeels gediagnostiseerd in de eerste 48 uur na
IC-opname. Na de 48 uur ontwikkelde 5,4 procent in
de posaconazoleprofylaxegroep een aspergillose,
terwijl 11,1 procent in de controlegroep dat deed [2].
Een grotere vervolgstudie zal moeten uitwijzen of
profylaxe ook echt nuttig is.

Dat deze inzichten over IAPA belangrijk waren, heeft
ook het eCDC erkend in een rapid risk assessment
publicatie over influenzageassocieerde aspergillose.
Mogelijk heeft dit onderzoek bijgedragen aan een
groter bewustzijn van Aspergillus-superinfecties bij
patiénten met een ernstige virale pneumonie. Tijdens
de covid-19-pandemie werd ook bij kritisch zieke
covid-19-patiénten snel duidelijk dat bij ongeveer 10
procent aanwijzingen waren voor een Aspergillus-
superinfectie, die intussen gekend is als covid-
geassocieerde pulmonale aspergillose (CAPA) [3].

Azole-resistentie in Nederland en Belgié

De toenemende azole-resistentie van A. fumigatus is
op basis van surveillanceonderzoek in Nederland in
verschillende publicaties uitgebreid beschreven door
Paul Verweij, Jacques Meis en Willem Melchers. De
klinische impact hiervan op de overleving van patiénten
met een invasieve Aspergillus-infectie was echter
minder duidelijk. Dit kennishiaat heeft het Radboud-
umc in samenwerking met het LUMC en het Erasmus
MC opgevuld, door de mortaliteit te beschrijven van
een grote groep patiénten die met een azole-gevoelige
of azole-resistente A. fumigatus waren geinfecteerd.
Het bevestigde de verhoogde mortaliteit (49 procent)
van patiénten bij wie een azole- resistente Aspergillus
werd gekweekt en die dus niet langer met een azole
behandeld konden worden [4].

AzoRMan-studie

Dat in Nederland bij ongeveer 10 procent van de
patiénten met IA een azole-resistente A. fumigatus de
verwekker is en dat dit met een verhoogde mortaliteit
is geassocieerd, lijkt dus duidelijk. Toch is dat
waarschijnlijk een te eenvoudige voorstelling van de
werkelijkheid. Bij de meerderheid van de patiénten met
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een IAwordt de diagnose niet gesteld op basis van een
kweek maar door een positieve galactomannaantest
op serum of BAL. Bij ongeveer een derde tot de helft
van hen wordt de kweek ook positief indien
bronchoalveolaire lavage op kweek wordt gezet. Bij
patiénten die behandeld worden voor een acute
leukemie is slechts bij circa 25 procent sprake van een
positieve kweek wanneer een |A vastgesteld wordt. Bij
patiénten met influenza en een Aspergillus-
superinfectie zijn de Aspergillus-kweken veel vaker
positief. Of de incidentie van azole-resistentie bij de
kweeknegatieve patiénten even hoog is, werd nog niet
systematisch onderzocht. Ook is onduidelijk of bij deze
patiéntengroep de detectie van azole-resistentie via
bijvoorbeeld PCR geassocieerd is met een even hoge
mortaliteit als bij de patiénten met een positieve kweek.
Ten slotte hopen we natuurlijk dat vroege detectie van
azole-resistentie met PCR de prognose van deze
patiénten kan verbeteren doordat eerder een aange-
paste therapie kan worden geinitieerd. In de recent
afgeronde Azole Resistance Management Study
(AzoRMan) studie onderzochten daarom acht zieken-
huizen in Nederland en Belgié bij patiénten met een
hematologische ziekte het nut van de Aspergenius®-
PCR op BAL. Deze PCR met probes voor A. fumigatus,
A. species en A. terreus kan, wanneer A. fumigatus
wordt gedetecteerd, vaak ook de in Nederland met
azole-resistentie  geassocieerde CYP51-mutaties
(TR34/L98H en TR46/ Y121F/T289A) detecteren. De
resultaten werden recent gepresenteerd op het TIMM-
congres.

Azole/echinocandine-combinatietherapie
bij IA

In 2018 besloten de KCE in Belgié en ZONMW in
Nederland te gaan samenwerken, om grote klinische
trials over de landgrenzen heen mogelijk te maken.
Deze samenwerking kreeg BeNeFit als acroniem
(Belgian Netherlands Funding of International trials).
De focus ligt op studies waarin doelmatig gebruik van
middelen wordt bestudeerd (bijvoorbeeld optimale
behandelduur, dosering, kosteneffectiviteit van behan-
deling). De eerste oproep voor projectideeén was de
DB-MSG dan ook op het lijf geschreven. Na verschil-
lende rondes doorgekomen te zijn, kregen we begin
2020 groen licht om met de IA-DUET-studie van start
te gaan. Deze studie is een multicentrisch prag-
matisch, gerandomiseerd onderzoek naar de effec-
tiviteit van combinatietherapie (azole met een echino-

candine) in vergelijking met azole-mono-therapie bij de
behandeling van IA. In vitro- en dierexperimenteel
onderzoek suggereert een synergistisch effect van
beide antifungale klassen en een post-hocanalyse van
de enige gerandomiseerde trial die eerder werd
gedaan, suggereert een overlevingsvoordeel met
combinatietherapie [5]. In de IA-DUET-studie wordt de
inclusie van 650 patiénten beoogd. De studie is zo
pragmatisch mogelijk opgezet. Zo is na ontslag geen
studiebezoek vereist omdat mortaliteit als primair
eindpunt werd gekozen. De eerste patiént werd mei
2020 geincludeerd en ondertussen hebben 12
Nederlandse en Belgische centra zich aangesloten [6].
Ook centra met slechts enkele patiénten per jaar zijn
van harte welkom en zelfs essentieel omin de volgende
drie jaar voldoende patiénten te kunnen includeren. De
sponsor is het Erasmus MC, HOVON helpt als CRO
en in Belgié is het UZ Leuven coordinerend centrum.
Er wordt ook samenwerking gezocht met centra in
andere landen.

Nieuwe diagnostische testen

Heel regelmatig komen er nieuwe diagnostische testen
op de markt. Een CE label zegt echter niet veel over
het nut van deze test in de praktijk. Verdere klinische
validatie is daarom essentieel. Omdat schimmel -en
gistinfecties relatief zeldzaam zijn, is verdere validatie
vaak een proces van lange adem. Om dit beter te laten
verlopen werd in 2018 de ARPOS-studie gestart in
Rotterdam, Gent en Brugge. Het is een prospectieve
biobankstudie, waarbij van patiénten met een
hematologische ziekte die een bronchoscopie
ondergaan voor een vermoedelijke schimmelinfectie
extra serum en plasma worden afgenomen en
bewaard, naast de nodige klinische gegevens en
eventueel overgebleven BAL-vloeistof. Op die manier
wordt langzaam maar zeker een grote biobank
aangemaakt van een in detail omschreven patiénten-
populatie, die gebruikt kan worden om nieuwe testen
te valideren. Op dit moment wordt met behulp van de
ARPOS-biobankmonsters de validatie van de Virclia
galactomannantest afgerond.

Toekomstplannen

In 2022 hopen we nieuw onderzoek te starten naar de
epidemiologie, preventie en behandeling van IAPA en
CAPA. Nederlandse en Belgische centra zijn van harte
welkom om zich aan te sluiten en actief betrokken te
raken bij initiatieven van de DB-MSG of zelf met

onderzoeksvoorstellen te komen.

Conclusie

Nadat de DB-MSG-initiatieven in 2017 snel op gang
kwamen, heeft covid-19 de afgelopen twee jaar de
voortgang van een deel ervan verhinderd. De aandacht
voor schimmelinfecties is er door covid-19 echter niet
minder op geworden. Dankzij covid-19 kwam zelfs een
zeldzame schimmelinfectie als mucormycosis in het
nieuws. We hebben goede hoop dat in 2022 de al
lopende maar ook nieuwe DB-MSG-studies op stoom
zullen komen. We nodigen artsen en onderzoekers met
interesse in schimmelinfecties in Nederland en Belgié
uit zich aan te sluiten bij de DB-MSG. Dat kan zijn om
onderzoeksideeén te opperen maar natuurlijk ook om
indien mogelijk als centrum bij te dragen aan een al
lopende studie. Op de website van de DB-MSG is ook
een groot aantal publicaties te vinden over schimmels
en schimmelinfecties. Voor meer informatie, kijk eens
op www.dbmsg.nl.
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THEMA TUBERCULOSE

Whole genome sequencing voor screening op
resistentiec Mycobacterium tuberculosis complex

Rina de Zwaan, Miranda Kamst, Han de Neeling, Tridia van der Laan, Arnout Mulder,
Richard Anthony, Dick van Soolingen

Samenvatting

Whole genome sequencing (WGS) van
Mycobacterium tuberculosis complexisolaten wordt bij
het Nationaal Referentielaboratorium Tuberculose van
het RIVM gebruikt voor (sub)speciesidentificatie, voor
screening op mogelijke resistentie tegen de
eerstelijnsantibiotica en voor de epidemiologische
typering. De laatste toepassing werd ingevoerd in
2019, de andere twee in 2020. Dit artikel betreft de
evaluatie van het screenen op mogelijke resistentie
met WGS in het eerste jaar.

Van de 441 isolaten van tuberculosepatiénten hadden
er 373 (85 procent) geen resistentiemutaties, waardoor
er geen aanvullende fenotypische gevoeligheids-
bepalingen hoefden te worden uitgevoerd. De
definitieve uitslag was in deze gevallen geheel
gebaseerd op de WGS-data. De overige 68 (15
procent) isolaten vertoonden ten minste één mutatie
die mogelijk geassocieerd was met resistentie. Dit
betrof 93 mutaties, waarvan 44 met een hoge
voorspellende waarde voor resistentie en hierbij kwam
de WGS-analyse overeen met de fenotypische
gevoeligheidsbepaling. In totaal kon bij 92 procent van
de cases een betrouwbare uitslag van de gevoeligheid
worden afgegeven uitsluitend op basis van de WGS-
data. Voor de overige isolaten waren aanvullende
fenotypisch gevoeligheidsbepalingen noodzakelijk,
vanwege nog ontbrekende kennis over de betekenis
van de gevonden mutaties.

Door de toenemende kennis over de correlatie tussen
genotypische en fenotypische data is de WGS een
betrouwbare methode geworden om te screenen op
resistentie bij M. tuberculosis complexisolaten.

Abstract

Whole genome sequencing (WGS) of Mycobacterium
tuberculosis complex isolates is used at the RIVM
tuberculosis reference laboratory for (sub)species
identification, screening on possible resistance against
first line antibiotics and epidemiological typing. The
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latter application was implemented in 2019, the other
two in 2020. This article is an evaluation of the first year
of screening for possible resistance with WGS.

In 373 (85 per cent) isolates from 441 tuberculosis
patients no resistance mutation was found, therefore
no additional phenotypical testing was performed. In
these cases the final report was solely based on WGS
data. For the remaining 68 (15 per cent) isolates atleast
one mutation possibly associated with resistance was
found. This concerned 93 mutations, of which 44 with
a high predictive value for resistance and in these
cases the WGS prediction was in concordance with the
results of phenotypical testing. For in total 92 per cent
of the cases a reliable susceptibility profile could be
generated solely based on WGS data. For the
remaining isolates additional phenotypical testing was
needed because of incomplete knowledge on the
significance of detected mutations.

Because of an expanding knowledge on the correlation
between genotypic and phenotypic data, WGS has
become a reliable tool in the screening on resistance
in M. tuberculosis complex isolates.

Introductie

Sinds in 1998 de eerste publicatie over whole genome
sequencing (WGS) van de Mycobacterium
tuberculosis-referentiestam H37Rv verscheen, is de
WGS-techniek snel verder ontwikkeld [1].
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In 2018 publiceerde het internationale CRyPTIC-
consortium een uitgebreide studie, met deelname
vanuit 16 verschillende landen verdeeld over zes
continenten, met meer dan tienduizend vergelijkingen
tussen de genotypische en fenotypische gevoelig-
heidsbepalingen van de eerstelijnsantibiotica:
isoniazide (INH), rifampicine (RIF), ethambutol (EMB)
en pyrazinamide (PZA). In deze studie werd een
dermate hoge negatieve voorspellende waarde
gevonden voor resistentie tegen deze antibiotica dat
werd geconcludeerd dat met WGS voldoende
zekerheid te verkrijgen is om deze ook voor klinisch
gebruik in te zetten [2].

Vanaf 2008 wordt bij het Nationaal Referentie-
laboratorium Tuberculose van het RIVM gewerkt aan
WGS van M. tuberculosis [3]. Vanaf 2016 zijn alle
eerste M. tuberculosis complexisolaten van tbc-
patiénten aan WGS onderworpen en is de moleculaire
analyse vergeleken met de gebruikte routine-
methoden: identificatie op basis van GenoType MTBC
(Hain Lifescience, GmbH, Nehren, Duitsland), de
gevoeligheidsbepaling met behulp van de BACTEC
MGIT 960 (Becton Dickinson, New Jersey, Verenigde
Staten) en epidemiologische clustering op basis van
de Variable Number of Tandem Repeat (VNTR)-
typering. Het eerste doel betrof het inzetten van WGS
voor de optimalisatie van de epidemiologische typering
om het percentage ‘valse’ clustering bij het
epidemiologische onderzoek te verminderen. Naar
aanleiding van het clusteronderzoek van de GGD’en
bleek de clustering op basis van de WGS voor het
aanduiden van tbc-transmissie veel betrouwbaarder
dan die op grond van de VNTR-typering [4]. In 2019
werd daarom de overstap gemaakt van VNTR-typering
naar WGS.

Na aanvullende WGS-studies in Nederland voor zowel
identificatie als gevoeligheidsbepalingen, waarbij
onder andere voor de screening op resistentiemutaties
de negatieve voorspellende waarden voor de
eerstelijnsantibiotica in Nederland hoger bleken te
liggen dan bij de internationale CRyPTIC-studie, was
er in 2020 voor beide bepalingen voldoende
vertrouwen verkregen om de overstap te maken naar
WGS [5,6].

In deze studie worden de resultaten van een jaar lang
screenen van M. tuberculosis complexisolaten op
resistentie tegen de eerstelijnsantibiotica met WGS
beschreven.

Materiaal en methoden

Isolaten

Van alle kweek-positieve tuberculosepatiénten in
Nederland wordt een M. tuberculosis complexkweek
naar het RIVM gestuurd voor de epidemiologische
typering. Tevens wordt hierbij een (sub)species-
identificatie uitgevoerd en wordt er gescreend op
mogelijke resistentie tegen de eerstelijnsantibiotica.
Het RIVM analyseerde de genomische data van 441
eerste positieve kweken van tuberculosepatiénten die
in 2020 in Nederland waren geisoleerd.

DNA-isolatie

De ontvangen kweken werden overgeéntin een MGIT-
mediumbuis, waarna van de gegroeide kweek het DNA
werd geisoleerd met behulp van de QlAamp DNA mini
kit (Qiagen, GmbH, Hilden, Duitsland).

WGS-sequencing

llumina sequencing werd uitgevoerd door de firma
Baseclear (Leiden). De sequenties werden
geanalyseerd in de door het RIVM ontwikkelde bio-
informatica pipeline [7]. De pipeline maakt gebruik van
Bowtie2 voor de mapping van de paired-end reads
tegen het H37Rv-referentiegenoom (GeneBanknr.
AL123456.3)en Breseq versie 0.28.1 voor detectie van
single nucleotide positions (SNP’s). Toekenning van
SNP’s wordt gedaan op basis van een allelfrequentie
van 80 procent of hoger. De WGS-gegevens werden
alleen gebruikt bij een minimale gemiddelde coverage
depth van 50. Voor screening op contaminatie met non-
MTBC-DNA werden de algemene bacteriéle iden-
tificatiegenen onderzocht (rrs & rrl minder dan drie
SNP). Gemengde infecties en minderheidspopulaties
werden gedetecteerd door middel van analyse van de
62 Coll-identificatie-SNP’s [8] en 15 INH- en RIF-
resistentie-SNP’s.

Speciesidentificatie
Speciesidentificatie werd bepaald met behulp van de
Coll-methode [8], in combinatie met de SNP-IT tool [5].

Screening op mutaties in resistentiegenen

De WGS-gegevens werden, met behulp van de
pipeline, gescreend met een lijst van genoomposities
op mutaties die mogelijk met resistentie geassocieerd
waren. Voor het detecteren van ‘nieuwe’ SNP’s,
substituties (SUB) en inserties/deleties (INDEL’s) werd

Ned Tijdschr Med Microbiol 2022; 30: nr 2 71



een lijst met hotspotgebieden in de bekendste resi-
stentiegenen gebruikt.

De screeningslijsten werden samengesteld met als
basis de ReSeqTB-databank van 2019 [9], aangevuld
met informatie uit onder andere het WHO-rapport van
2019[10], de CRyPTIC 10K-studie [2], de eigen RIVM-
databank (ongepubliceerde data), en verder gepubli-
ceerde data [6]. Deze screeningslijsten bestaan onder
andere uit de negen genen zoals beschreven in de
internationale CRyPTIC-studie en de aanvullende
studie van het RIVM [2,6]: rpoB, katG, inhA, fabG1,
ahpC, embB, embA, pncAen rpsA. Daarnaast werd de
screeningslijst verder uitgebreid met extra genen, op
basis van onder andere de ReSeqTB-databank [9], om
de kennis over fenotypische resistentie te verbreden
en om minder vaak gevonden mutaties niet te missen;
furA, inbR, kasA, mmaA3, mshA, mshB, mshC, mymaA,
nat, ndh, nudC, sigl, ponA1, rpoA, rpoC, aftA, embC,
embR, ubiA, clpC1, gpsl, mas, panD, ppsA, ppsC,
ppsD, proZ, Rv0191, Rv1667c, Rv2731 en Rv3008.
De voorspellende waarde van resistentiemutaties
werd gebaseerd op het aantal, het percentage
positieve associaties van de gevonden waarnemingen
en op het voérkomen van de mutaties in diverse
bronnen [2,9,10]. Zo moet een mutatie voor een hoge
voorspellende waarde in verschillende bronnen zijn
vermeld en dient in meer dan 75 procent van de
gevallen de resistentie te zijn bepaald. De meeste
mutaties in de lijst hebben echter een lage
betrouwbaarheid omdat deze maar weinig zijn
gevonden. De screeningslijst werd en wordt steeds
aangepast door toevoegingen van nieuwe informatie
(literatuur) en door verwijderingen van mutaties

wanneer een vermoedelijke resistentiemutatie mini-
maal vijf keer werd gevonden, maar alle fenotypische
gevoeligheidsbepalingen als gevoelig werden
beoordeeld.

Wanneer voor één antibioticum verschillende mutaties
werden aangetoond die mogelijk geassocieerd waren
met resistentie tegen een bepaald antibioticum,
werden deze als één mutatie geteld; bijvoorbeeld een
INH-mutatie katG_S315T samen met INH-mutatie
fabG1_c-15t werd geteld als één mutatie, waarbij de
hoogste betrouwbaarheid van de twee mutaties werd
aangehouden. Mutaties coderend voor verschillende
antibiotica werden als verschillende mutaties
beschouwd.

Fenotypische gevoeligheidsbepaling

De fenotypische gevoeligheidsbepalingen werden
uitgevoerd met de BACTEC MGIT 960. Wanneer voor
een antibioticum een resistentiemutatie werd
gevonden zonder hoge voorspellende waarde, werd
voor dat betreffende antibioticum een fenotypische
gevoeligheidsbepaling ingezet. Wanneer er sprake
was van een hoge voorspellende waarde of als er
mutaties werden gevonden tegen verschillende
antibiotica, werden voor alle vier de eerstelijns-
antibiotica fenotypische bepalingen ingezet. Dit omdat
bij de aanwezigheid van resistentie tegen één

antibioticum de kans op andere resistenties toeneemt.
Voor M. bovis BCG-isolaten die behoorden tot clusters
die geassocieerd zijn metintermediaire INH-resistentie
werd ook de fenotypische gevoeligheidsbepaling voor
INH ingezet, ondanks de afwezigheid van bekende
resistentiemutaties. Daarnaast werd voor isolaten van

Tabel 1. Overzicht van de resultaten van fenotypische gevoeligheidsbepalingen per isolaat.

Isolaten met mono fenotypische
gevoeligheidsbepaling

Isolaten met complete eerstelijns 40
fenotypische gevoeligheidsbepaling

Totaal isolaten met een fenotypische 68
gevoeligheidsbepaling
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82% 5 18%
4 10% 36 90%
27 40% 41 60%

Tabel 2. Overzicht van de gevonden mutaties en hun betrouwbaarheid per antibioticumbepaling.

T “-_mm-“

basis van WGS

I/R

Hoogbetrouwbare

mutaties 100% 9
Mediumbetrouwbare

/ nieuwe mutaties 9 2 22% 4 2
Laagbetrouwbare

mutaties 9 0 0% 3 0

9 100 0 O 0% 1* 1 100% 43 43 100%

50% 7 3 43% 3 3 100% 23 10 43%

0% 0 0 0% 15 4 27% 27 4 15%

Totaal gedetecteerde

mutaties 51 35 69% 16 11 69% 7 3 43% 19 8 42% 93 57 61%
Geen relevante

mutaties 390 ND ND 425 ND ND 434 ND ND 422 ND ND

N = aantal; I/R = aantal intermediair/resistant; *geéxcludeerd; pncA_H57D (M. bovis (BCG)) en pncA_A46A &

panD_A13A & M117T (M. canettii).

M. bovis en M. canettii-species, die intrinsiek resistent
zijn tegen PZA, geen fenotypische gevoeligheids-
bepaling ingezet, tenzijerandere mogelijke resistentie-
mutaties werden gevonden.

Resultaten

Het RIVM ontving 441 eerste M. tuberculosis
complexisolaten die geschikt waren voor WGS-
analyse. Deze werden gedetermineerd als 415 M.
tuberculosis, vier M. africanum, één M. canettii, zes M.
bovis en 15 M. bovis BCG. Onder de M. bovis BCG-
isolaten was er één geassocieerd met mogelijke
intermediaire resistentie tegen INH op basis van de
clustering en hiervan werd een fenotypische INH-
bepaling uitgevoerd.

Van de 441 isolaten waren er 373 (85 procent) zonder
mutaties die mogelijke geassocieerd waren met
resistentie tegen de eerstelijns antibiotica. Voor deze
isolaten werd geen gevoeligheidsbepaling uitgevoerd.
Bij de overige 68 isolaten, met in totaal 93 mutaties,
werd ten minste één fenotypische bepaling ingezet. Dit
is weergegeven in tabel 1 (pagina 72). Bij 60 procent
van de geteste isolaten werd een verhoogde minimaal
remmende concentratie (MIC, mininal inhibitory
concentration) gevonden.

Van de 68 isolaten werden in totaal 188 fenotypische

gevoeligheidsbepalingen uitgevoerd (tabel 2); 93
bepalingen vanwege de aanwezigheid van een
mogelijke resistentiemutatie en 95 vanwege de
aanwezigheid van een mutatie met hoge voorspel-
lende waarde voor resistentie tegen een ander anti-
bioticum.

Van de 93 mogelijke resistentiemutaties waren er 43
met een hoge betrouwbaarheid, waarvan de
fenotypische gevoeligheidsbepaling voor 100 procent
overeenkwam met WGS. Bij de overige 50 feno-
typische  gevoeligheidsbepalingen met nieuwe
mutaties en mutaties met een lagere betrouwbaarheid
(laag en medium) werd bij nog eens 14 gevoelig-
heidsbepalingen een verhoogde MIC gevonden. In
tabel 2 wordt dit per antibioticum weergegeven.

De andere 95 fenotypische gevoeligheidsbepalingen
werden extra uitgevoerd vanwege de aanwezigheid
van een mutatie met hoge voorspellende waarde voor
resistentie tegen een ander antibioticum. Hierbij werd
één uitzondering gevonden bij een PZA-bepaling van
eenisolaatbehorend totlineage 1. Bij nader onderzoek
naar de genen die mogelijk geassocieerd zijn met PZA
resistentie werden er twee clpC7-mutaties (V63A en
E810G) aangetoond; maar deze SNP’s worden niet
geassocieerd met resistentie volgens de ReSeqTB-
databank en de WHO-catalogus [9-11].
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Discussie

WGS is een zeer effectieve methode gebleken om te
screenen op mogelijke resistentie tegen de vier
eerstelijnsantibiotica die gebruikt worden in de
behandeling van tuberculose. In deze studie konden
373 van de 441 (85 procent) M. tuberculosis
complexisolaten direct als gevoelig gekenmerkt
worden op basis van WGS. Bij de overige 68 isolaten
werden mutaties gevonden die mogelijk geassocieerd
waren met resistentie en werd aanvullend fenotypisch
resistentieonderzoek uitgevoerd. Hierbij waren 43
mutaties met een hoge voorspellende waarde, waarbij
geen twijfel over de uitslag was, hetgeen werd
bevestigd.

De enige fenotypische gevoeligheidsbepaling die niet
overeen kwam met de verwachte voorspelling op grond
van WGS betrof een isolaat met PZA-resistentie,
behorend tot lineage 1 (Indo_Oceanic). Deze
vertoonde ‘niet’ met resistentie geassocieerde
mutaties ( clpC71_V63A & E810G ), maar een mutatie
die geassocieerd is met lineage 1 (clpC7_V63A). In
een studie van Modlin et al. werd echter aangetoond
dat Indo_Oceanic-isolaten oververtegenwoordigd zijn
bij mono-PZA-resistente isolaten ten opzicht van de
multidrugresistente isolaten met PZA-resistentie. Een
voorgestelde theorie is dat er sprake is van een
lineage-specifieke, lage fenotypische PZA-resistentie,
vergelijkbaar met de PZA-resistentie van M. bovis en
M. canettii[12]. In het nieuwe WHO-rapport (2021) over
de voorspellende waarde van resistentiemutaties
worden deze clpC 7-mutaties echter niet geassocieerd
met resistentie [11]. In de studie van Modlin et al.
werden bij de herhaling van de 19 ‘mono-PZA-
resistente’ isolaten drie als PZA-gevoelig bepaald; dit
waren lineage 1-isolaten met de c/lpC71_V63A-mutatie.
De fenotypische bepaling lijkt bij deze stammen geen
eenduidig beeld te geven en er is meer onderzoek
nodig om dit op te helderen.

Door allerlei factoren kennen fenotypische bepalingen
diverse beperkingen, waardoor kleine variaties kunnen
ontstaan [13,14]. Deze variaties kunnen weer voor
verschillende resultaten en interpretaties zorgen,
zeker bij verminderde gevoeligheid of een laag
resistentieniveau waarbijde MIC dicht bij het breekpunt
ligt. Ook breekpunten die niet voldoende nauwkeurig
zijn bepaald zorgen voor variaties in de interpretaties
van fenotypische bepalingen en daardoor voor
inconsequente resultaten [13,14]. Bij rifampicine is er
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veel discussie over dit onderwerp, waarbij wisselende
fenotypische resultaten werden vergeleken met de
genotypische resultaten en behandeluitkomsten [15].
Uiteindelijk heeft de WHO het breekpunt voor
rifampicine in 2021 verlaagd van 1 mg/l naar 0,5 mg/I
[16]. Maar ook bij een hoog resistentieniveau tegen
rifampicine, zoals bij de meest gangbare rpoB_S450L-
mutatie, is in het WHO-rapport van 2021 maar 99
procent van de stammen fenotypisch als resistent
bepaald [11]. Het gebrek aan reproduceerbaarheid van
fenotypische bepalingen, maar ook de gekozen
kritische breekpunten (CC) en de epidemiologische
cut-offwaarden (ECOFF) blijven een punt van
discussie en maken dat de fenotypische bepaling niet
altijd de meest betrouwbare resultaten levert [13-15].
De fenotypische bepaling is echter wel van belang voor
de uitbreiding van de kennis over de voorspellende
waarde van (nieuwe) mutaties, zeker in het geval van
tweedelijns- en nieuwe antibiotica. Wereldwijde
internationale samenwerking, zoals voor de WHO-
catalogus van 2021 met informatie over de voor-
spellende waarde van grote aantallen getoetste
mutaties, is in dit opzicht zeer belangrijk. Dit soort
catalogi dient echter dynamisch te zijn en regelmatig
bijgewerkt te worden. Idealiter dienen deze
databanken te worden uitgebreid met onder andere het
niveau van gevoeligheid (MIC) en de behandel-
uitkomsten. Moleculaire bepalingen zullen in de
toekomst steeds meer mogelijkheden bieden, zoals het
direct sequencen van M. tuberculosis in Kklinisch
materiaal, al is wat dit betreft nog een lange weg te
gaan. Het blijft van belang om steeds de meest recente
kennis van mogelijke resistentiemutaties toe te passen
en hiervoor blijft een grote mate van specifieke des-
kundigheid vereist.
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THEMA TUBERCULOSE

Mondiale blik op tuberculose en recente
ontwikkelingen in de tuberculosediagnostiek

Kristin Kremer, Kitty van Weezenbeek

Samenvatting

Tuberculose (tbc) eiste in 2020 ruim 1,5 miljoen
mensenlevens. De covid-19-pandemie leidde wereld-
wijd tot een significante afname van de opsporing en
behandeling van tbc-patiénten. Hierdoor is de
vooruitgang in de tbc-bestrijding in de laatste jaren
tenietgedaan, ondanks belangrijke ontwikkelingen op
het gebied van tbc-diagnostiek en behandeling. Dit
artikel vat de meest recente adviezen van de
Wereldgezondheidsorganisatie (WHQO) en innovaties
op het gebied van tbc-diagnostiek samen.

WHO adviseert sinds 2010 een snelle gevoelige
moleculaire test, de Xpert MTB/RIF-test, voor de
initiele diagnose van tbc. De wereldwijde introductie
van deze test die simultaan tbc en rifampicine-
resistentiegeassocieerde mutaties aantoont, heeft
geleid tot een belangrijke toename van de opsporing
van (multiresistente) tbc. KNCV Tuberculosefonds
heeft een methode ontwikkeld om met technologie tbc
in ontlasting van kinderen en mensen met hivinfectie
te detecteren. KNCV is ook een demonstratieproject
gestart om toepassing van draagbare sequencing-
apparaten voor de diagnostiek van tbc en andere
infectieziekten te evalueren in lage- en midden-
inkomenslanden. Met next-generation sequencing kan
speciesdeterminatie, detectie van resistentiegerela-
teerde mutaties en epidemiologische typering worden
gecombineerd, ter bevordering van individuele patién-
tenzorg en directe verzameling van informatie over de
verspreiding van infectieziekten en medicijnresisten-
tie voor mondiale beleidsontwikkeling.

Summary

Tuberculosis (TB) claimed more than 1.5 million lives
in 2020. The covid-19 pandemic led to a significant
decrease in the detection and treatment of TB patients
worldwide. This has offset progress in TB control in
recent years, despite important developments in TB
diagnosis and treatment. This article summarizes the
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latest advice from the World Health Organization
(WHO) and innovations in the field of TB diagnostics.
Since 2010, WHO recommends a rapid sensitive
molecular test, the Xpert MTB/RIF-test, for the initial
diagnosis of TB. The worldwide introduction of this test,
which simultaneously detects TB and rifampicin
resistance-associated mutations, has led to a
significant increase in the detection of (multidrug
resistant) TB. KNCV Tuberculosis Foundation has
developed a method to use this technology to detect
TB in feces of children and people with HIV infection.
KNCV has also started a demonstration project to
evaluate the application of portable sequencing
devices for the diagnosis of TB and other infectious
diseases in low- and middle-income countries. Next-
generation sequencing can combine species
determination, resistance-related mutation detection
and epidemiological typing to promote individual
patient care and real-time collection of information on
the spread of infectious diseases and drug resistance
for global policy development.

De wereldwijde tuberculosesituatie en de

invloed van covid-19

Tuberculose (tbc) heeft de twijfelachtige eer om de
dertiende plaats in te nemen op de mondiale ranglijst
van doodsoorzaken. De Wereldgezondheidsorga-
nisatie (WHO) schat dat in 2020 in totaal 10 miljoen
mensen tbc ontwikkelden en 1,3 miljoen hivnegatieve
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en 214.000 hivpositieve patiénten overleden aan de
gevolgen van tbc [1]. Hiermee is de sterfte na jaren van
daling weer terug op het niveau van 2017. Dit is het
gevolg van de covid-19-pandemie, die leidde tot een
wereldwijde ontwrichting van de gezondheidszorg en
dientengevolge afname van de opsporing van nieuwe
tbc-patiénten, van 7,1 miljoen in 2019 naar 5,8 miljoen
patiénten in 2020. Daarmee is de ziektelast na jaren
van forse investeringen in opsporing en behandeling
van tuberculose weer terug op het niveau van 2012 en
niet op koers om de mondiale tbc-doelen te halen. De
voorlopige cijfers voor 2021 tonen dat de situatie in het
tweede covid-19-jaar eerder slechter dan beter
geworden is. De daling van de tbc-incidentie is feitelijk
tot stilstand gekomen [1].

Ook de opsporing en (preventieve) behandeling van
tbc-infecties en medicijnresistente tbc wordt door
covid-19 ondermijnd. Het aantal behandelingen van
resistente tbc nam - na een jarenlange toename - met
15 procent af [1]. In 2020 werd slechts één op de drie
patiénten met medicijnresistente tbc behandeld, met
alle gevolgen voor de onbehandelde patiénten zelf en
de verspreiding van deze ernstige vorm van tbc.
Daarbij moet wel worden aangetekend dat het (nog)

onduidelijk is in hoeverre covid-19-gerelateerde
infectiepreventie (maskers, ventilatie, afstand) de
transmissie van tbc beinvloedt.

De covid-19-pandemie leert dat vele factoren een rol
spelen, waarbij het gedrag van patiénten, de capaciteit
van de gezondheidszorg, en het falen van logistieke
systemen grote invloed hebben [1]. Patiénten waren
terughoudend om zorg te zoeken in een overvolle en
overbelaste gezondheidszorg en er waren grote
problemen bij de aankoop en distributie van
laboratoriumbenodigdheden, medicijnen en geschikte
maskers. Ook de teruglopende fondsen voor de
mondiale tuberculosebestrijding hebben een rol
gespeeld. Zowas in 2020 een half miljard dollar minder
beschikbaardanin 2019, en ligt de mondiale besteding
59 procent lager dan wat noodzakelijk wordt geacht[1].
Daarbij is het verontrustend dat veel lage-
inkomenslanden in grote mate afhankelijk zijn van
externe financiering voor essentiéle aspecten van de
bestrijding. op zich is dat verwonderlijk omdat studies
hebben uitgewezen dat tbc-bestrijding een zeer
verstandige investering is die gemiddeld dertig keer de

inleg opbrengt [2] (figuur 1).

Figuur 1. Rendement op investering voor elke Amerikaanse dollar uitgegeven aan de meest
kosteneffectieve gezondheidsinterventies (bron: Verenigde Naties, 2013 [2]).

Tuberculose:  Hartaanvallen: Uitgebreide Malaria:
case finding & goedkope acute immunisatie preventie &
behandeling behandeling behandeling

HIV: combinatie Lokale
preventie chirurgische
capaciteit
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Diagnostiek van (medicijnresistente) thc

In 2020 werd bij 4,8 miljoen patiénten longtuberculose
opgespoord, waarvan 59 procent bacteriologisch
bevestigd was [1]. Dit percentage is sinds 2005 stabiel
gebleven en valtinrijke landen veel hoger uit (mediaan
81 procent) dan in lage-inkomenslanden, waar vaak
de capaciteit ontbreekt om een klinische diagnose te
bevestigen. Hoewel de WHO een WHO-goedgekeurde
snelle en gevoelige moleculaire test adviseert voor de
initiele diagnose van tbc, en deze testen voor sterk
gereduceerde prijzen beschikbaar worden gesteld,
werden deze in 2020 slechts bij een derde van de tbc-
patiénten toegepast. In veel situaties wordt nog
gebruikgemaakt van een microscopische diagnose,
een zeer arbeidsintensieve en ongevoelige methode
die geen informatie geeft over resistentie. Met de
capaciteit om M. tuberculosis te kweken en conven-
tionele resistentiebepalingen uit te voeren is het
wereldwijd nog slechter gesteld. Ondanks de steun van
vele donoren en technische partners is het enorm
moeilijk gebleken om netwerken op te zetten van
laboratoria met voldoende bioveiligheid, effectieve
kwaliteitssystemen, bevoorrading, bemensing en
toereikende logistieke oplossingen voor patiénten uit
de periferie. Dit vormt een groot probleem omdat de
eerdergenoemde snelle moleculaire testen niet
gebruikt kunnen worden om de behandeling te
monitoren en zo nodig bij te stellen. Hiervoor zijn micro-
scopie, kweek en gevoeligheidsbepalingen nodig. Met
name bij de behandeling van multiresistente en
extensief resistente (MDR/XDR) tbc is dit van groot
belang.

De introductie van moleculaire testen die ook
resistentie tegen rifampicine en quinolonen registreren
heeft een enorme bijdrage geleverd aan de diagnose
en overleving van patiénten met MDR en XDR-tbc. De
dekkingsgraad van de bepaling van rifampicine-
resistentie is door de introductie van de moleculaire
testen in alle delen van de wereld flink gestegen,
waarbij Europa vooroploopt (93 procent). Van de 30
landen met de meeste rifampicine-resistente tbc-
patiénten, bereikten 18 landen een dekkingsgraad van
boven de 80 procent [1] (figuur 2). De combinatie van
snelle resistentiebepalingen en de nieuwe door de
WHO geadviseerde kortere orale behandelingen van
MDR- en (pre-)XDR-tbc [3], zoals de zes maanden
durende behandeling van pre-XDR-tbc met een
innovatieve combinatie van drie medicijnen onder
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'operational research', vormen een doorbraak in de
bestrijding van medicijnresistente tbc wereldwijd. Bij
beide ontwikkelingen heeft het Nederlandse KNCV
Tuberculosefonds internationaal een belangrijke rol
gespeeld, zowel bij WHO-richtlijnontwikkeling als bij de
programmatische introductie in lage- en midden-
inkomenslanden in Azié, Oost-Europa en Afrika.
Hieronder geven we een overzicht van de recent
geactualiseerde WHO-richtlijnen voor tbc-diagnostiek,
de nieuwe definitie van (pre-)XDR-tbc, de belangrijkste
innovaties in de tbc-diagnostiek en enkele praktijk-
voorbeelden van capaciteitsopbouw.

WHO-richtlijnen voor nieuwe tbc-
diagnostiek

Voordat nieuwe diagnostische testen voor tbc door de
WHO aanbevolen worden, moeten deze eerst
geévalueerd worden in demonstratieprojecten in
uiteenlopende geografische en socio-economische
omstandigheden. Daarna volgt een WHO-beoordeling
met behulp van het GRADE-proces (grading of
recommendations assessment, development and
evaluation). Dit proces omvat een systematische
literatuurreview en een wetenschappelijke analyse van
de demonstratiestudies door een WHO-expert-
commissie. Het doel is een koppeling van de tech-
nische validatie (gevoeligheid, specificiteit, voor-
spellende waarde onder verschillende epide-
miologische omstandigheden) aan de toepasbaarheid
onder routineomstandigheden in lage- en midden-
inkomenslanden (complexiteit, onderhoud, kosten,
personele behoeften, et cetera). De WHO geeft zowel
negatief als positief advies. Voor testen die zij
aanbeveelt, volgt een gefaseerde introductie, waarbij
informatie verzameld en gepubliceerd wordt over hoe
deze het best opgeschaald kunnen worden.

In 2011 publiceerde de WHO de eerste testspecifieke
beleidsrichtlijnen en daarna volgden productspecifieke
aanbevelingen voor verschillende andere testen voor
tbc-diagnostiek. Maar gezien het groeiend aantal
nieuwe testen met vergelijkbare toepassingen hanteert
de WHO sinds december 2020 een nieuwe aanpak [4].
De WHO beveelt nu op technologie gebaseerde
klassen aan van producten met vergelijkbare ken-
merken en functies. Deze aanpak zal naar verwachting
het concurrentievermogen op het gebied van testprijs,
kwaliteit en service vergroten. Het zal ook de revisie
van de richtlijnen vereenvoudigen en versnellen.

Figuur 2. Percentage nieuwe en terugkerende pulmonale tbc-pati€nten met bacteriologische
bevestiging (boven) en bacteriologisch bevestigde pulmonale tbc-patiénten getest voor rifampicine-
resistentie (onder), 2020 (bron: Wereldgezondheidsorganisatie 2021 [1]).

Bacteriologisch bevestigde patiénten zijn gedefinieerd als mensen gediagnosticeerd met tbc met behulp
van kweek, snelle moleculaire testen aanbevolen door de WHO of sputummicroscopie.
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Eerdere productgebaseerde aanbevelingen zijn nog
steeds geldig en zullen met toekomstige herzieningen
in het klassegebaseerde systeem worden geinte-
greerd [4].

De technologieklassen voor beleidsaanbevelingen
worden gedefinieerd door complexiteit van de
testimplementatie, het type technologie en hetdoel van
de test [4]. Het complexiteitsniveau is gebaseerd op de
benodigde infrastructuur, apparatuur en laboratorium-
personeelsvaardigheden en wordt geclassificeerd als
eenvoudig, laag, matig of hoog. In termen van

technologietype zijn er twee groepen NAAT’s (nucleic
acid amplification tests); de ene gebruikt auto-
matisering, de andere omgekeerde hybridisatie. Het
doel van de test heeft betrekking op de beoogde
toepassing van het product: de diagnose van tbc en/
of detectie van resistentie tegen eerste- en/of
tweedelijnsgeneesmiddelen.

Met de herziening in 2021 van het WHO-handboek
over tbc-diagnostiek kwamen er drie nieuwe klassen
van NAAT'’s bij waarvoor specifieke aanbevelingen
werden gedaan [4]. De klassen zijn: i) matig complexe

Tabel 1. Overzicht van alle momenteel door de WHO aanbevolen snelle testen voor de initi€le en follow-up
diagnose van tbc (bron: WHO [4]). De WHO heeft elk van deze testen beoordeeld en goedgekeurd en heeft

aanbevelingen ontwikkeld voor het gebruik ervan.

Test naam/
Doel [technologieklasse]
(Fabrikant)
Initiéle diagnose van tbc met
resistentiedetectie

Xpert MTB/RIF (Cepheid,

Resistentie
detectie*

Uitvoering

Grotendeels

Systeem-

basis Target Techniek

Real-time PCR (cyclus

Sunnyvale, CA, USA) RIF automatisch Cartridge  DNA  drempelanalyse)
Grotendeels Real-time PCR

Xpert MTB/RIF Ultra (Cepheid) RIF automatisch Cartridge  DNA  (smelttemperatuur analyse)

Truenat MTB (plus) & MTB-RIF

(Molbio Diagnostics, Verna, Goa,

India) RIF Semiautomatisch Chip DNA  Real-time micro-PCR

[Matig-complexe

geautomatiseerde NAAT’s]

(diverse**) RIF, INH
Initiéle diagnose van tbhc
zonder resistentiedetectie

TB-LAMP (Eiken Chemical, Taito-

Semiautomatisch

Grotendeels
automatisch

Verschillend DNA  Real-time PCR

Loop-mediated isothermal

ku, Tokyo, Japan) Nee of handmatig Tube DNA  amplification
LF-LAM (AlereLAM; Abbott Anti-
Laboratories, Lake Bluff, IL, USA) Nee Handmatig Strip genen Immunocapture

Vervolgdiagnose na thc-bevestiging

[Laag-complexe INH, FQs,

Grotendeels

Cartridge DNA  Real-time PCR

geautomatiseerde NAATs]; Xpert ETO, SLDs  automatisch

MTB/XDR (Cepheid)

GenoType MTBDRplus (Hain RIF, INH Semiautomatisch Strip DNA Line probe assay
Lifescience, Nehren, Duitsland) of handmatig
GenoType MTBDRsl (Hain FQs, AMK  Semiautomatisch Strip DNA Line probe assay
Lifescience) of handmatig
[Hoogcomlexe hybridisatie PZA Semiautomatisch Strip DNA Line probe assay

NAAT’s]; GenoScholar PZA-TB
(Nipro, Osaka, Japan)

of handmatig

USA = United States of America; NAAT’s = nucleic acid amplification tests; DNA = deoxyribonucleic acid; PCR = polymerase
chain reaction; *RIF rifampicine; INH = isoniazide; FQ’s = fluorchinolonen; ETO = ethionamide; SLD’s = second-line injectable
drugs (amikacine, kanamycine en capreomycine); AMK = amikacine; PZA = pyrazinamide; ** Abbott RealTime MTB and MTB
RIF/INH (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA), BD MAX MDR-TB (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
USA), Bruker-Hain FluoroType MTBDR (Hain Lifescience), Bruker-Hain FluoroType MTBDR (Hain Lifescience).
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geautomatiseerde NAAT’s voor detectie van tbc en
resistentie tegen rifampicine en isoniazide (vier
verschillende producten); ii) geautomatiseerde NAAT's
met lage complexiteit voor detectie van resistentie
tegen isoniazide en tweedelijns anti-tbc-middelen
(Xpert MTB/XDR); en iii) hoog complexe omgekeerde
hybridi-satie NAAT’s voor detectie van resistentie
tegen pyrazinamide (GenoScholar PZA-TB Il). Tabel 1
geeft een overzicht van WHO-goedgekeurde
producten. De specifieke aanbevelingen per test
verschillen; zo wordt de LF-LAM-test aanbevolen voor
hivpositieve patién-ten. Deze laminaire flow (LF)
sneltest toont het antigeen lipoarabinomannan (LAM)
aan in urine. Alle WHO-goedgekeurde snelle testen
kunnen gebruikt worden voor pulmonale tbc, maar voor
sommige testen ontbreekt nog bewijs voor het testen
van ander patiéntmateriaal. De WHO beveelt het
gebruik van LF-LAM wel ook aan voor extrapulmonale
tbc en de Xpert-test ook voor extra-pulmonale tbc en
tbc-meningitis. De WHO beveelt aan om in alle
instellingen voor iedereen met symptomen van tbc een
snelle techniek te gebruiken als eerste diagnostische
test om M. tuberculosis complex en rifampicine-
resistentie te detecteren, om ervoor te zorgen dat de
juiste behandeling snel kan worden gestart [4].

Gamechanger: de Xpert MTB/RIF-test

In de afgelopen jaren is het diagnostische landschap
uitgebreid met moleculaire testen. Vanaf 2008 werden
line-probe assays aanbevolen door de WHO. Deze
verkorten de detectie van resistentie in vergelijking met
kweekgebaseerde gevoeligheidsbepalingen van 2-3
maanden tot enkele dagen tot 2 weken. In 2010 werd
de Xpert MTB/RIF-test, op het GeneXpert platform
(Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) door de WHO
aanbevolen voor de initi€le diagnose van tbc. Dit
betekende een breuk met meer dan een halve eeuw
goedkope microscopienetwerken in Azié en Afrika. Een
simpele voorbewerking van het sputum volstaat
waarna DNA-extractie en een PCR volgt in een
cartridge in de GeneXpert. Simultaan wordt M.
tuberculosis complex en resistentie tegen rifampicine
gedetecteerd. Rifampicine draagt als eerstelijns-
medicijn bij aan sterilisatie en daarmee aan de
preventie van recidieven. De kweekmethode nam vier
tot zes weken in beslag, de Xpert MTB/RIF-test van
monsterafname tot resultaat slechts enkele uren. Deze
tijdswinst heeft belangrijke consequenties voor de
patiént en de bestrijding van MDR/XDR-tbc.

De test is inmiddels in meer dan 130 landen ingevoerd
en het gebruik groeit. De positief-voorspellende
waarde is in landen met een zeer lage incidentie van
tbc uiteraard kleiner dan in landen waar tbc veel
voorkomt [4]. De Xpert is een ware gamechanger
gebleken voor de diagnostiek van (multiresistente) thc.
In 2020 is de meer gevoelige Xpert MTB/RIF Ultra-test
goedgekeurd door de WHO [5,6].

Zuid-Afrika was een van de eerste lage-inkomens-
landen die de Xpert MTB/RIF-test implementeerden in
het nationale algoritme voor tbc-diagnose en de test
op grote schaal toepasten [7]. In 2017 waren daar 314
GeneXpertmachines in gebruik en werden er meer dan
acht miljoen testen uitgevoerd, goed voor meer dan de
helft van het wereldwijde gebruik van Xpert MTB/RIF-
testcartridges [7]. Het KNCV Tuberculosefonds heeft
in tien landen bijgedragen aan het invoeren van de
GeneXpert, waaronder in Nigeria, waar de Xpert MTB/
RIF-testin 2011 werd geintroduceerd. Het programma
werd uitgevoerd in samenwerking met de Nigeriaanse
overheid, de steun van het United States Agency for
International Development (USAID) en onder toezicht
van het Nationale TB Programma [8].

Cepheid, het bedrijf dat GeneXpert-machines
produceert, heeft het Tuberculosefonds in 2014 aan-
gesteld als geautoriseerde serviceverlener in Nigeria
met als doel de stilstandtijid van de machines te
beperken. Het KNCV heeft naast de installatie van vele
honderden GeneX-pertmachines ook lokale capaciteit
opgebouwd voor onderhoud, machinekalibraties,
probleemoplossing en digitale connecties met alle
machines in het land. Dit maakt het mogelijk om op
nationaal niveau het gebruik, de resultaten, het
onderhoud en de bevoorrading te analyseren en
codrdineren. Inmiddels worden in Nigeria 413
GeneXpertmachines gebruikt in de strijd tegen tbc, hiv
en covid-19 [9]. GeneXpert-machines worden ook
toegepast in mobiele testtrucks die kunnen worden
ingezet voor onderzoek van risicogroepen of op
afgelegen locaties (figuur 3, pag. 82) [9].

Voor kinderen en mensen met hiv is het vaak heel
moeilijk om sputum op te hoesten en is er vaak sprake
van tbc met een lage bacillaire lading. Invasieve
diagnostiek (scopie) is duur en pijnlijk en vaak niet
beschikbaar. Testen van ontlasting is voor deze
groepen een waardevolle aanvulling in de diagnostiek.
Recent zijn verschillende ontlastingsverwerkings-
methoden gepubliceerd voor het testen op de aanwe-
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zigheid van M. tuberculosis-complex DNA, maar deze
methoden zijn complex, arbeidsintensief, tijdrovend,

en behoeven specifieke veiligheidsmaatregelen en
een goede infrastructuur [10].

Het KNCV Tuberculosefonds besefte dat dit geen
oplossing zou bieden voor de landen waar kinder-tbc
het meeste voorkomt. Daarom ontwikkelde zij een
eenvoudig en goedkoop alternatief en toonde in Afrika
en Azié aan dat deze ontlastingsverwerkingsmethode
gebruikt kan worden voor GeneXperttesting [11]. De
methode maakt een bacteriologische diagnose van
(medicijnresistente) tbc bij kinderen en hiv-gein-
fecteerden mogelijk zodat vroegtijdig de juiste
behandeling ingezet kan worden en langdurige zorg-
zoektrajecten en extra kosten voor de patiént en het
gezondheidssysteem vermeden worden. Het KNCV
Tuberculosefonds ondersteunt de implementatie van
deze test(figuur 4, pag. 84). De WHO heeft recentelijk
het gebruik van ontlasting aanbevolen als primair
monstertype voor de diagnose van tbc bij kinderen [5].

Nieuwe definitie voor (pre-)XDR-tbc en
resistentiediagnostiek

De behandeling van tbc heeft recent aanzienlijke
veranderingen ondergaan, waarbij nieuwe
geneesmiddelen en combinatietherapieén worden
aanbevolen. In 2020 werden nieuwe definities
geintroduceerd [3]; pre-XDR-tbc wordt gedefinieerd
als resistentie tegen ten minste rifampicine en een
fluorchinolon en XDR-tbc heeft aanvullend nog
resistentie tegen ten minste één extra groep A-medicijn
zoals bedaquiline of linezolid [3]. De veranderingen in
de behandeling van tbc vereisen een opschaling van
de capaciteit van gevoeligheidsbepalingen, met name
voor nieuwe en hergebruikte geneesmiddelen.

De WHO heeft in 2018 de kritische concentraties voor
fenotypische gevoeligheidsbepalingen bijgewerkt om
de nieuwe en hergebruikie geneesmiddelen op te
nemen en recent ook de kritische concentratie voor
rifampicine in de mycobacterién groei-indicatorbuis
(MGIT)en 7H10 vloeibare media verlaagd [12, 13]. Een

Figuur 3. Praktijkvoorbeeld 1: Wellness on Wheels (WoW) trucks (bron en foto: KNCV Tuberculosefonds [9]).
Sinds 2018 worden WoW-trucks ingezet in Nigeria, door het KNCV Tuberculosefonds, in samenwerking met de
WHO, het nationale tbc-programma en sleutelpersonen uit de gemeenschap, om mensen met slechte toegang
tot gezondheidszorg te bereiken en te testen op tbc. Vermoedelijke tbc-patiénten worden gescreend met behulp
van speciale software die réntgenfoto’s digitaal beoordeelt. Sputummonsters worden onderzocht op tbc met een
GeneXpertmachine, en sinds juni 2020 ook op covid-19. In afgelegen gebieden kunnen met deze mobiele
gezondheidsklinieken zo’n 100 mensen per dag op beide infectieziekten getest worden. Het KNCV
Tuberculosefonds heeft vergelijkbare projecten in vijf andere landen.
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verantwoorde introductie van de nieuwe pre-XDR-tbc
en XDR-tbc-definities en nieuwe behandelschema’s
vereisen een snelle opschaling van relevante
resistentiebepalingen in landen waar MDR/XDR-tbc
veel voorkomt.

Tbc-diagnostiek nu en in de toekomst

Met next-generation sequencing (NGS)-methoden
kunnen speciesdeterminatie en detectie van
resistentiegeassocieerde mutaties voor veel tbc-
geneesmiddelen worden gecombineerd. Ook kunnen
fylogenetische afstamming, overdraagbaarheid en/of
pathogeniciteit worden bepaald. Deze techniek wordt
gebruikt in verschillende hoge-inkomenslanden, waar-
onder Nederland, voor epidemiologisch onderzoek ter
ondersteuning van het bron- en contactonderzoek.
Een pilotstudie naar de bruikbaarheid van NGS voor
surveillance van tbc in de EU/EER toonde aan dat
NGS-gebaseerde surveillance haalbaar is en de
dynamiek van binnenlandse en grensoverschrijdende
rifampicine-resistente- en  MDR-tbc-transmissie
tussen EU/EER-landen efficiént kan ophelderen [14].
Uit deze studie kwam naar voren dat een Europees
NGS-surveillancesysteem voor tbc moet worden
versterkt door nationale geintegreerde systemen voor
NGS-surveillance. Ook bleek hieruit de noodzaak om
procedures te ontwikkelen voor internationaal
onderzoek van grensoverschrijdende clusters van
identieke stammen [14].

Op NGS-gebaseerde resistentiedetectie heeft het
potentieel om de behoefte aan fenotypische gevoelig-
heidsbepalingen voor klinische en epidemiologische
doeleinden te verminderen. Het toepassen van NGS
in een land als Nederland, met een lage tbc-incidentie
en lage prevalentie van resistentie, kan de behoefte
aan fenotypische gevoeligheidsbepalingen tot 10
procent van de isolaten reduceren en nauwkeurig
mutaties detecteren die verband houden met lage
resistentie, die vaak gemist worden in conventionele
gevoeligheidsbepalingen [15]. Op NGS-gebaseerde
resistentiedetectie kan met name nuttig zijn voor
geneesmiddelen waarvoor fenotypische testen onbe-
trouwbaar zijn, of in omgevingen waar de capaciteit
voor betrouwbare fenotypische gevoeligheids-
bepalingen ontbreekt. Dat laatste is in veel landen het
geval.

De benodigde infrastructuur, computercapaciteit en -
expertise voor de huidige NGS-systemen is echter

dermate hoog dat het de implementatie van op NGS-
gebaseerde gevoeligheidsbepalingen beperkt. In
eerste instantie zal capaciteitsopbouw gericht zijn op
nationale tbc-referentielaboratoria en goed pres-
terende regionale tbc-referentielaboratoria. Een ander
nadeel van NGS-gebaseerde gevoeligheids-
bepalingen is dat nog niet alle resistentiegerelateerde
mutaties bekend zijn en dat van niet alle mutaties
bekend is of deze klinisch relevant zijn. Daarom heeft
de WHO in 2021 een catalogus uitgebracht met de
momenteel bekende resistentie-gerelateerde mutaties
van M. tuberculosis [16]. Deze catalogus biedt een
gestandaardiseerde referentie voor de interpretatie
van resistentie tegen tbc-geneesmiddelen [16].
Momenteel voert de Stichting Innovatieve Nieuwe
Diagnostiek (ook wel bekend als FIND, Foundation for
Innovative New Diagnostics) een evaluatiestudie uit
van drie op amplificatie gebaseerde NGS-testen voor
het detecteren van resistente tbc rechtstreeks uit
sputummonsters. Deze testen zijn nog niet beoordeeld
of goedgekeurd door de WHO.

Na tientallen jaren van stilstand in de diagnostiek van
tbc, is er nu een veelbelovende pijplijn met meer dan
50 verschillende testen voor verschillende doeleinden.
Daaronder bevinden zich verschillende snelle bio-
markergebaseerde en non-sputumgebaseerde testen
voor de detectie van tbc, PCR/line probe assays voor
de detectie van tbc, testen die de ontwikkeling van
infectie naar actieve ziekte voorspellen, PCR-, PCR/
line probe assay- en NGS-gebaseerde gevoeligheids-
bepalingen, en testen voor het monitoren van de
behandeling. Ten slotte zijn ook triagetesten in
ontwikkeling voor het identificeren van mensen die
verdacht worden van tbc, op basis van immunoassays
of spectroscopie. FIND houdt alle nieuwe ontwik-
kelingen op het gebied van tbc-diagnostiek bij en leidt
ook de meeste evaluatiestudies.

Het KNCV Tuberculosefonds rolt het testen van
ontlasting met de GeneXperttechnologie uit (figuur 4,
pag. 84) en is onder andere betrokken bij de evaluatie
van snelle biomarker- en non-sputumgebaseerde
testen voor de detectie van tbc en covid-19 en de
evaluatie van een triage immunoassay. In 2021 is het
KNCV Tuberculosefonds een demonstratieproject
gestart in Kirgizié, Tanzania en Vietnam om het
sequensen met behulp van draagbare apparaten te
evalueren voor de diagnose van (resistente)
tuberculose en overige infectieziekten en anti-
microbiéle resistentie. Hierbij zullen de effectiviteit,
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haalbaarheid, acceptatie en kosten geévalueerd
worden van het gebruik van NGS dichter bij het
zorgpunt in lage- en middeninkomenslanden. Deze
ervaringen zijn onontbeerlijk voor WHO-richtlijn-
ontwikkeling en voor rationele inzet van menskracht en
middelen in de bestrijding van infectieziekten, waarbij
zowel de individuele patiéntenzorg als de directe
informatieverzameling over de verspreiding van
infectieziekten en gerelateerde medicijnresistentie
centraal staan. Deze informatie is ook essentieel voor
de mondiale beleidsontwikkeling op het gebied van
infectieziektenbestrijding, antimicrobiéle resistentie en
pandemieén.
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Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis
als veroorzaker van groep A-
streptokokkeninfecties

Koos Korsten, Wieke Freudenburg-de Graaf, Wendy Bril-Keijzers, Boas van der Putten, Nina van Sorge

Samenvatting

Invasieve groep A-streptokokken (iGAS)-infecties zijn
wereldwijd verantwoordelijk voor een grote ziektelast.
Streptococcus pyogenes wordt als voornaamste
verwekker van iGAS-infecties doorgaans synoniem
gesteld aan GAS. Streptococcus dysgalactiae subsp.
equisimilis ~ (SDSE) veroorzaakt vergelijkbare
invasieve infecties. SDSE wordt doorgaans geken-
merkt door lancefieldgroep G of C (GCG-SDSE), maar
kan ook lancefieldgroep A (GA-SDSE) dragen. Dit
bemoeilijkt speciesdifferentiatie binnen GAS.
Nederlandse richtlijnen specificeren behandeling en
profylaxe van iGAS-infecties zonder noodzaak tot
speciesdifferentiatie, terwijl dit voor de meldingsplicht
vaniGAS-infecties wel noodzakelijk is. Met 39 klinische
SDSE-isolaten uit het Nederlands Referentie Labora-
torium Bacteriéle Meningitis (NRLBM) onderzochten
wij diagnostische methoden voor speciesdifferentiatie
binnen GAS.

Tevens werd via een enquéte de diagnostiek van
hemolytische streptokokken geinventariseerd onder
Nederlandse microbiologische laboratoria. De
proportie GA-SDSE (n = 14) binnen 591 GAS-infecties
tussen 2019 en 2021 was 2,4 procent. GA-SDSE
vertoonden biochemisch meer overeenkomsten met S.
pyogenes dan met GCG-SDSE. Hoewel 95 procent
van de Nederlandse laboratoria op speciesniveau
determineert via malditof, rapporteert slechts 55
procent op speciesniveau aan de kliniek. Slechts 47
procent van de deelnemende laboratoria kon GA-
SDSE determineren. Wetenschappelijk bewijs voor de
klinische relevantie van speciesdifferentiatie binnen
GAS ontbreekt, hetgeen de noodzaak tot routine-
matige detectie op speciesniveau met lancefield-
typering benadrukt.

Summary

Invasive group A streptococcal (iGAS) infections, often
caused by Streptococcus pyogenes, cause a large
disease burden worldwide. Streptococcus
dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE) causes
invasive infections clinically indistinguishable from S.
pyogenes. SDSE is generally classified as lancefield
group G or C (GCG-SDSE), but can present as
lancefield group A (GA-SDSE), complicating GAS-
species discrimination. Dutch guidelines specify
treatment and prophylaxis for iGAS infections
regardless of the causative GAS-species. However,
species differentiation is required to fulfil the GAS
notifiable disease case definition. Using 39 clinical
SDSE isolates from the Netherlands Reference
Laboratory for Bacterial Meningitis, we examined
diagnostic methods for species differentiation within
GAS-isolates. Additionally, we sent out a questionnaire
to the Dutch microbiological laboratories to chart their
diagnostic procedures for hemolytic streptococci. The
proportion of GA-SDSE (n=14) among 591 GAS-
isolates between 2019-2021 was 2.4 per cent.
Biochemical tests showed that GA-SDSE behaved
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more like S. pyogenes than like GCG-SDSE. Although
95 per cent of laboratories could discriminate at the
species level using malditof, only 55 per cent reported
on species level to the clinic. Only 47 per cent of
laboratories could distinguish GA-SDSE. Literature is
inconclusive about the requirements for specific
treatment and prophylaxis of GA-SDSE infections.
Determination at species level with lancefield-typing is

required to address this knowledge gap.

Introductie

Groep A-streptokokken (GAS) veroorzaken naar
schatting wereldwijd 1,78 miljoen ernstige infecties en
minstens een half miljoen sterfgevallen perjaar[1]. Een
derde van deze sterfte wordt veroorzaakt door
invasieve GAS (iGAS)-infecties en GAS-bacte-
riemieén [1]. iGAS-infecties manifesteren zich vaak
met een specifiek klinisch beeld zoals streptokokken-
toxischeshocksyndroom (STSS) en fasciitis necro-
ticans (FN), ook al bestaat er geen eenduidige definitie
van iGAS [2].

Streptococcus pyogenes wordt vaak geassocieerd met
invasieve streptokokken-infecties. 16 tot 43 procent
van de invasieve groep A-, B-, C- en G-
streptokokkeninfecties wordt echter veroorzaakt door
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE)
[3-6]. Zowel S. pyogenes als SDSE groeit met B-
hemolytische activiteit op bloed-agarplaten.
Historisch worden S. pyogenes en SDSE van elkaar
onderscheiden door de expressie van specifieke
lancefieldantigenen, waarbij S. pyogenes lancefield-
groep A en SDSE lancefieldgroep G of C tot expressie
brengt. Echter, 3 tot 10 procent van de SDSE-isolaten
heeft het lancefieldgroep A-antigeen (GA-SDSE), wat
de differentiatie met S. pyogenes bemoeilijkt [7-10]. De
proportie van GA-SDSE in het totaal van GAS-infecties
is slechts in één gepubliceerde studie beschreven (0,6
procent) [11].

Beide pathogenen kunnen een breed scala aan ziektes
met verschillende ernst veroorzaken en zijn daarmee
klinisch niet goed te onderscheiden. S. pyogenes is
echter vaker geassocieerd met diepere huidinfecties,
STSS en FN in vergelijking met SDSE [4,5,12].
Klinische studies laten zien dat 10 tot 23 procent van
de patiénten metinvasieve SDSE (iSDSE)-infecties op
de intensive care (IC) wordt opgenomen [5-7] en dat 3
tot 33 procent overlijdt [5-7,12-14]. Hiermee is het
percentage IC-opnames voor iSDSE lager vergeleken
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met invasieve S. pyogenes-infectie (25 tot 49 procent)
[6,6], maar is de sterfte vergelijkbaar [5,6,12,14].
Vermoedelijk komt dit doordat patiénten met iISDSE-
infecties ouder zijn en vaker onderliggend lijden
hebben dan patiénten met invasieve S. pyogenes-
infecties [5-7,12]. Dit kan ook de toename van het
aantal SDSE-infecties in de afgelopen decennia in
westerse landen verklaren aangezien deze landen te
maken hebben met een vergrijzende populatie
[4-6,12].

De Stichting Werkgroep Antibiotica Beleid (SWAB)
adviseert toevoeging van clindamycine aan de
standaardbehandeling met een betalactamantibi-
oticum bij STSS en FN ten gevolge van GAS [15].
Daarnaast wordt geadviseerd om huishoudcontacten
van iGAS-patiénten met een STSS of FN profylactisch
antibiotica te geven ter preventie van secundaire
infecties [2,15].

Deze richtlijnen voor behandeling en profylaxe maken
geen onderscheid in het pathogeen dat de iGAS-
infectie veroorzaakt. iGAS-infecties vallen onder de
meldingsplichtige ziekten indien het een STSS, FN of
puerperale koorts betreft waarbij opvallend genoeg wel
specifiek S. pyogenes moet zijn geisoleerd [2].
Kortom, er lijkt geen eenduidigheid te bestaan tussen
behandel- en profylaxe-richtlijnen enerzijds en
meldingsplicht anderzijds. Dit werpt de vraag op wat
het klinische nut is van de determinatie op species-
niveau bij GAS-infecties.

Typering van GAS voor epidemiologisch verwantschap
wordt in Nederland verricht door het Nederlands
Referentie Laboratorium voor Bacteriéle Meningitis
(NRLBM). Met enige regelmaat bevinden zich
(GA-)SDSE-isolaten onder de ingestuurde GAS-
isolaten. In deze studie onderzochten wij de proportie
van GA-SDSE binnen GAS-infecties en bekeken we
naar de diagnostische mogelijkheden om onderscheid
te maken tussen S. pyogenes, GA-SDSE en GCG-
SDSE (SDSE met lancefieldgroep G of C). Daarnaast
brachten wij het huidig diagnostisch proces naar GAS-
infecties in kaart via een rondgang langs de
Nederlandse microbiologische laboratoria.

Ten slotte keken wij in de literatuur naar de klinische
implicaties voor het maken van onderscheid binnen
GAS op speciesniveau.

Methode

Meldingsplicht GAS in Nederland, typering door het
NRLBM

Sinds de oprichting van het NRLBM in 1959 worden al
GAS-isolaten verzameld in het kader van bacteriéle
meningitis. Vanaf 2008 kwam er een meldingsplichtin
Nederland voor drie typen iGAS-infecties (STSS, FN
en puerperale sepsis), wanneer deze worden
veroorzaakt door S. pyogenes. Sinds 2016 is de
meldingsplicht voor puerperale sepsis verruimd naar
puerperale koorts 6f sepsis (kraamvrouwenkoorts) met
isolatie van S. pyogenes uit bloed of de tractus
urogenitalis. In 2018 werd in Nederland een verheffing
van het aantal gevallen van kraamvrouwenkoorts
gezien.

Om te bepalen of typering de clusterdetectie kon
verbeteren werden alle microbiologische laboratoria
vanaf 2019 gevraagd structureel GAS-isolaten van
patiénten met kraamvrouwenkoorts of -sepsis in
studieverband in te sturen naar het NRLBM. Daarnaast
startte een tweede pilotstudie naar iGAS-ziekten,
waarbij aan negen sentinel laboratoria verspreid over
het land werd gevraagd iGAS-isolaten verkregen uit
een steriel (bacteriémie, STSS) of niet-steriel
compartiment en klinische verdenking op iGAS (zoals
bij fasciitis necroticans) in te sturen naar het NRLBM.
Deze studies zorgden tezamen voor een forse
toename van het aantal GAS-isolaten dat naar het
NRLBM werd ingestuurd en geanalyseerd.

Diagnostiek GAS in het NRLBM

Als eerste verificatiestap wordt in het NRLBM een
bacitracinetest verricht op ingestuurde GAS-isolaten
om de identiteit van S. pyogenes te bevestigen. S.
pyogenes is bacitracinegevoelig waarbij de remmings-
zone 16 mm of meer moet zijn (Diatabs, Rosco [16]).
Daarnaast wordt standaard emm-typering verricht voor
analyse van mogelijke clusters, waarbij de genetische
variatie in het emm-gen (dat codeert voor het M-eiwit)
wordt getypeerd.

Aanvullende diagnostiek wordt verricht bij afwijkende
morfologische groei, bacitracineongevoeligheid of een
afwijkend emm-type, waarbij een lancefield-latex-
agglutinatietest wordt verricht (lancefieldgroepen A/B/
C/D/IF&G, StrepTex, ThermoFisher). Een S2-PCR
wordt verricht ter verificatie van de definitieve species
binnen de streptokokkenfamilie indien eerdere testen
geen definitief uitsluitsel geven [17].

Dataverzameling en diagnostiek van GAS

Van alle 895 GAS-isolaten in de collectie van het
NRLBM van de afgelopen 20 jaar (2001-2021) werden
de 39 isolaten die als SDSE werden gedetermineerd,
geincludeerd in dit onderzoek. SDSE werd
gestratificeerd in GA-SDSE en GCG-SDSE.
Demografische gegevens en ziektebeelden werden
vergeleken op basis van het begeleidende
inzendformulier van de lokale ziekenhuizen en
laboratoria. Bij alle SDSE-isolaten werd een
bacitracinetest, lancefield-agglutinatietest, Pyrro-
lidonyl Arylamidase (PYR)-test [16], malditof-
determinatie, emm-typering en S2-PCR verricht. De
PYR-test wordt onder andere gebruikt om S. pyogenes
te onderscheiden van andere béetahemolytische
streptokokken op basis van het enzym pyrrolidonyl
aminopeptidase [16]. Verondersteld wordt dat SDSE
dit enzym mist, wat een negatieve testuitslag zou
geven in tegenstelling tot S. pyogenes. Bij de PYR-test
werden een negatieve controle (E. coli ATCC25922)
en positieve controle (E. faecalis, ATCC29212) plus
twee klinische isolaten van bewezen S. pyogenes
meegenomen. Alle SDSE-isolaten werden ook met
malditof (Bruker) gedetermineerd.

Malditofresultaten werden beoordeeld op identificatie-
score (2.00 of hoger is betrouwbare identificatie van
een pathogeen) en consistentiecategorie. Bij categorie
A heeft de eerste (hoogste) match een score 2.00 of
hoger en is de tweede match eenzelfde species. Bij
categorie B zijn de eerste (hoogste) match en de
tweede match niet hetzelfde species, al kunnen ze
beide een score van 2.00 of hoger hebben. Definitieve
determinatie van GA-SDSE in ons onderzoek vond
plaats door een combinatie van emm-typering en S2-
PCR ter bevestiging van de species, waarbij de
agglutinatietest  (StrepTex) de lancefieldgroep
bepaalde.

Landelijke enquétediagnostiek van GAS

Om inzicht te krijgen in de routinematige diagnostiek
naar GAS werd een enquéte verstuurd naar 49
Nederlandse  microbiologische laboratoria  die
regelmatig bacteriéle isolaten insturen naar het
NRLBM. In deze enquéte werd gevraagd welke
diagnostische testen standaard worden verricht in de
diagnostiek van GAS, en of deze in een specifieke
volgorde worden verricht. Daarnaast werd gekeken op
welke manier de verwekker werd gerapporteerd aan
de kliniek. Met de gegevens uit deze enquéte werd
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gekeken of determinatie van GA-SDSE mogelijk was
op basis van de diagnostische methodes gehanteerd
door de deelnemende laboratoria.

Resultaten
SDSE-isolaten
Tussen 2001 en 2021 werden in totaal 895 GAS-

in totaal 16 (1,8 procent) als GA-SDSE en 23 (2,6
procent) als GCG-SDSE gedetermineerd. Tussen
2019 en 2021, de tijdsperiode waarin iGAS-isolaten via
studies structureel werden ingestuurd, werden er 14
(2,4 procent) als GA-SDSE gedetermineerd uit 591
iGAS-isolaten. De GA-SDSE werden veelal ingestuurd
in het kader van een wekedeleninfectie (n = 6),
orthopedische infectie (n = 5) of een bacteriémie

n = 2) (tabel 1). GCG-SDSE werden voornamelijk
ingestuurd in het kader van een (verdenking op)

—

Tabel 1. Demografische en klinische karakteristieken
van SDSE-isolaten

| [oasosein-16) acaspse(n=23

67 (62-70) 59 (27-71)
7 (44%) 9 (39%)
1(6%) 13 (56%)
6 (38%) 2 (9%)

3 (19%) 2 (9%)

5 (31%) 1 (a%)
1(6%) 3(13%)
0 (0% 2 (9%)

2 (13%) 1 (a%)
1(6%) 12 (52%)
0 (0%) 1 (a%)
1(6%) 4(17%)
6 (38%) 0(0%)

5 (31%) 2 (9%)
1(6%) 3(13%)
0 (0%) 1 (a%)

*Omvat alle wondinfecties, cellulitis en abcessen zonder
fasciitis necroticans. **Omvat artritis, geinfecteerd
osteosynthesemateriaal, osteomyelitis. ***Op het moment van
insturen naar het NRLBM; deze data ontbrak bij 10/41 (24

procent) van de ingestuurde SDSE-isolaten.

[os}
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meningitis (n = 12) of bij puerperale koorts (n =4). Geen
enkel SDSE-isolaat (onafhankelijk van de lance-
fieldgroep) werd ingestuurd in het kader van een
specifieke (verdenking op) STSS of FN. Sterfte werd
gerapporteerd bij één patiént met een GG-SDSE-
infectie waarbij een monster van de liquor was
ingestuurd bij een bewezen meningitis.

Diagnostische testen

Gevoeligheid voor bacitracine, zoals bij S. pyogenes,
werd gezien in 15/16 (94 procent) GA-SDSE-isolaten
en 2/23 (9 procent) GCG-SDSE-isolaten (tabel 2, pag.
89). De PYR-test was positief voor 9/16 (56 procent)
GA-SDSE- en 4/23 (17 procent) GCG-SDSE-isolaten.
Determinatie met malditof toonde dat bij 38/39 (97
procent) SDSE-isolaten S. dysgalactiae het hoogst
geidentificeerde pathogeen was met een score van
2.00 of hoger. Bij 27/39 (69 procent) van de SDSE-
isolaten werd S. dysgalactiae met een consistentie-
categorie A gedetermineerd (betrouwbare species-
identificatie). Bij 12/39 (31 procent) van de SDSE-
isolaten kreeg ook een andere verwekker naast S.
dysgalactiae een score van 2.00 of hoger (consistentie-
categorie B, betrouwbare identificatie maar onzeker-
heid over species). Van deze 12 categorie B-
identificaties werd S. canis in 11 gevallen en S. pyo-
genes in het andere geval als alternatieve verwekker
aangewezen (S. canis eenmaal zelfs met een hogere
score dan S. dysgalactiae). Acht van de 11 mogelijke
S. canis-isolaten behoorden echter tot lancefieldgroep
AofC,wat S. canis uitsluit, omdat S. canis altijd behoort
tot lancefieldgroep G. Het SDSE-isolaat dat ook een
hoge score voor S. pyogenes had was een groep G-
streptokok, wat determinatie als S. pyogenes uitsluit.
In totaal resteerden er drie (8 procent) isolaten waarbij
op basis van malditof en agglutinatie niet met zekerheid
was vast te stellen of het een SDSE dan wel een S.
canis betrof.

Landelijke GAS-diagnostiek

Enquétes werden verstuurd naar 49 laboratoria,
waarvan er 38 (78 procent) geretourneerd werden
vanuit vijf academische en 33 perifere centra.
Verschillende diagnostische combinaties werden
routinematig ingezet bij de determinatie van GAS-
infecties (figuur 1, pag. 89). In twee gevallen werd
determinatie gebaseerd op agglutinatie, hetgeen
alleen informatie geeft op groepsniveau zonder
speciesinformatie. Malditof, en daarmee dus determi-

Figuur 1. Stroomdiagram van diagnostiek naar GAS in Nederland.

Nederlandse microbiologische laboratoria
N=38
- ! ! J !
= Agglutinatie MALDI-TOF MALDI-TOF MALDI-TOF
£ Agglutinatie Agglutinatie
€ PYR
ot n=2 n=18 n=16 n=2
(O]
[a
<
2 § Determinatie GA-SDSE Determinatie GA-SDSE
go 2 niet mogelijk mogelijk
g G n= 20 (53%) n=18 (47%)
! N 7 [
4 16 13 5
&
g Groepsniveau Species niveau
g (GAS = S. pyogenes) (S. pyogenes, SDSE)
= n=17 (45%) n=21(55%)
o

*Alle monsters werden op plaat gekweekt voordat verdere analyse volgde.

Tabel 2. Vergelijking GA-SDSE met GCG-SDSE in diverse diagnostische

testen

Bétahemolyse 16 (100%)
Bacitracinegevoelig (remmingszone 2 16 mm) [RENELVA)]
PYR-test positief 9 (56%)

MALDI-TOF*

S. dysgalactiae 2 2.00 & consistentie A 9 (56%)

S. dysgalactiae 2 2.00 & consistentie B

7 (44%)

e ToAsost(n-1) |GeGspskln=23)

23 (100%)
2 (9%)
4 (17%)

18 (78%)

5 (22%)

*Score van = 2.00 = betrouwbare

identificatie.

Consistentie A = betrouwbare identificatie

op speciesniveau.

Consistentie B = betrouwbare identificatie,

onzekerheid over species.
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natie op speciesniveau, werd door 36/38 (95 procent)
van de laboratoria gebruikt in de determinatie. De helft
van de laboratoria (18/38, 47 procent) met malditof
gebruikte ook agglutinatie en zou daarmee GA-SDSE
kunnen determineren. Opvallend was dat van deze 18
laboratoria er slechts vijf rapporteerden op species-
niveau naar de kliniek.

Discussie

In deze studie werd gekeken naar de diagnostiek en
hetvoorkomen van Streptococcus dysgalactiae subsp.
equisimilis met een lancefieldgroep A (GA-SDSE) in
Nederland. De proportie GA-SDSE binnen GAS-
infecties in onze studie tussen 2019 en 2021 was 2,4
procent, wat viermaal hoger is dan de 0,6 procent
beschreven in de literatuur [11]. Opvallend was dat GA-
SDSE zich biochemisch meer gedroegals S. pyogenes
dan als GCG-SDSE. Onderscheid tussen GA-SDSE
en S. pyogenes is daarmee niet eenduidig te maken
op basis van biochemische testen. Een rondgang bij
een representatief deel van de Nederlandse
microbiologische laboratoria liet zien dat het overgrote
deel in staat is om op speciesniveau te differentiéren
met de malditof, maar dat slechts 47 procent GA-SDSE
zou kunnen determineren op basis van het
gerapporteerde diagnostisch proces. Een kant-
tekening hierbij is dat het onderscheidend vermogen
van de malditof voor S. dysgalactiae, S. canis en S.
pyogenes nietoptimaal is [18,19]. Bijnavraag bij Bruker
(december 2021) bleken de voorgestelde verbe-
teringen voor streptokokkendifferentiatie op basis van
de artikelen van Jensen uit 2015 [18] en Nybakken uit
2021[19] nog niet te zijn doorgevoerd. Wel geeft Bruker
aan bezig te zijn met een subtyperingsmodule
waarmee een verbetering in de streptokokken-
differentiatie  wordt verwacht. Deze beperkingen
spelen mogelijk een rol in de keuze van een deel van
de laboratoria om ondanks de mogelijkheid tot
speciesdifferentiatie er alsnog voor te kiezen om te
rapporteren op groepsniveau. Wij laten zien dat
ondanks deze beperkingen met een combinatie van
malditof en agglutinatie vaak alsnog met zekerheid op
speciesniveau kan worden gedetermineerd, wat de
toegevoegde waarde van een agglutinatietest naastde
malditof benadrukt.
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Behandeling van iGAS-infecties

Een belangrijk onderdeel in de pathogenese van iGAS-
infecties is de non-specifieke overstimulatie van T-
cellen van het immuunsysteem door superantigenen
(streptokokkenpyrogene exotoxinen, Spe’s) [20].
SDSE beschikt, in tegenstelling tot S. pyogenes, in
mindere mate over dergelike superantigenen
[10,21-23]. SDSE beschikt echter wel over andere
bekende virulentiefactoren die invasieve manifestaties
bevorderen, zoals ScpA (Cba-peptidase, remt
aantrekking van neutrofielen), Ska (streptokinase,
trombolyticum) en streptolysine O (SLO) en
streptolysine S (SLS), beide lyserende exotoxinen [24].
De huidige SWAB-richtlijn adviseert toevoeging van
clindamycine, naast een béetalactamantibioticum, aan
de behandeling van STSS en FN ten gevolge van een
GAS. De rationale hiervoor is dat clindamycine de
bacteriéle eiwitsynthese en daarmee de productie van
exotoxinen en superantigenen kan remmen [25].
Observationele studies laten ook een verminderde
mortaliteit zien wanneer clindamycine aan de stan-
daardbehandeling met een bétalactamantibioticum
werd toegevoegd in de behandeling van iGAS-infecties
in bredere zin [6,26]. Recente studies zagen geen
beschermend effect van clindamycine bij invasieve
infecties die veroorzaakt werden door groep C- of G-
streptokokken [6,26]. Het geregeld voorkomen van
resistentie voor clindamycine bij SDSE zou hiervoor
verklarend kunnen zijn [7,13,21-23]. Ook het
verminderd vermogen van SDSE om super-antigenen
te produceren kan een rol spelen. De huidige literatuur
lijkt aanvullende behandeling met clin-damycine niet te
ondersteunen voor niet-GAS-infecties. Specifieke
literatuur over behandeling van iGAS-infecties
veroorzaakt door GA-SDSE ontbreekt echter.

Profylaxe van huishoudcontacten bij iGAS

De Nederlandse richtlijnen adviseren chemoprofylaxe
met antibiotica voor huishoudcontacten van patiénten
met een STSS of FN op basis van een GAS-infectie
[2,15]. Dit advies is gebaseerd op twee prospectieve
studies die lieten zien dat het risico op secundaire
iGAS-infecties bij huishoudcontacten van patiénten
met iGAS 19 tot 200 keer hoger was dan het risico in
de algemene bevolking [27,28]. Er is echter discussie

over deze routinematige profylaxe aangezien het in
totaal slechts vijf gevallen van secundaire infectie
betrof onder 2874 huishoudcontacten [29]. In
Nederland is besloten dat de ernst van een eventuele
secundaire iGAS-infectie in combinatie met een
geringe toename van extra voorgeschreven antibiotica
voldoende reden is om bij STSS of FN veroorzaakt
door GAS profylaxe aan te bieden. De richtlijn geeft
geen advies over profylaxe indien de verwekker van
de GAS-infectie een SDSE betreft. Literatuur over het
risico op secundaire infectie bij zowel iISDSE als GA-
SDSE-infecties ontbreekt. Wel zijn oudere mensen
met onderliggend lijden oververtegenwoordigd binnen
de patiéntenpopulatie met iISDSE-infecties [6,26].
Clusters van patiénten met een SDSE-infectie zijn
beschreven voor faryngitis en puerperale koorts [30].
De meeste SDSE-infecties lijken echter sporadisch
voor te komen en uitbraken zijn veeal gelinkt aan
omgevingsfactoren zoals besmet voedsel of sanitaire
voorzieningen [30]. De rationale voor antibioticum-
profylaxe bij huishoudcontacten van pati€nten meteen
iISDSE-infectie is er daarom nu niet. Het geven van
profylaxe dan wel voorlichting over de symptomen van
een iSDSE-infectie is te overwegen voor huishoud-
contacten met een verhoogd risico op iSDSE-infectie
zoals oudere mensen met onder-liggend lijden.

Beperkingen van dit onderzoek

Allereerst zijn we bij het NRLBM afhankelijk van de
klinische gegevens die worden vermeld op het
inzendformulier. Deze gegevens ontbreken met enige
regelmaat. Bij sterfte kan dit nog niet hebben plaats-
gevonden op het moment dat het isolaat werd
ingestuurd. Ten tweede zijn gerapporteerde ziekte-
beelden vertekend, zeker voor 2019, omdat ze werden
ingestuurd wegens een specifieke indicatie (veelal een
bacteriéle meningitis). Ten derde werd, zoals eerder
genoemd, het vermogen tot determinatie van SDSE
gebaseerd op de aanname dat dit mogelijk was met
de malditof. Dit blijkt op basis van literatuur en ons
onderzoek niet altijid het geval. Toch geeft ons
onderzoek inzicht in het voorkomen en de bio-
chemische karakteristieken van een relatief grote
collectie GA-SDSE-isolaten en wordt een repre-
sentatief beeld van de diagnostiek bij GAS-infecties in
Nederland geschetst.

Conclusie

GA-SDSE werd in deze studie tussen 2019 en 2021
in 2,4 procent van de GAS-infecties geidentificeerd.
Biochemische testen laten zien dat de GA-SDSE zich
eerder als een S. pyogenes dan als een GCG-SDSE
gedraagt, waardoor deze testen niet bijdragen aan de
differentiatie tussen GA-SDSE en S. pyogenes. Het
gebrek aan wetenschappelijke onderbouwing maakt
dat er nog veel onduidelijk is over het voorkomen, de
ziekte-ernst, de juiste behandeling van patiénten en
eventuele profylaxe van huishoudcontacten bij
infecties veroorzaakt door (GA-)SDSE. Zonder
routinematige detectie op species- en groepsniveau
missen we de data die noodzakelijk zijn om een
geinformeerd besluit te kunnen nemen bij de
ontwikkeling van richtlijnen. Momenteel kan ongeveer
de helft van de ondervraagde Nederlandse laboratoria
GA-SDSE determineren via hun beschreven
diagnostisch traject. We laten zien dat correcte
determinatie veelal mogelijk is door de malditof te
combineren met een lancefield-agglutinatietest. Deze
determinatie, gecombineerd met klinische data kan
onderzoek naar dit bijzondere pathogeen faciliteren.
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IN RETROSPECT

GESCHIEDENIS VAN DE MEDISCHE MICROBIOLOGIE

Edward Jenner, pionier in de
vaccinatie tegen de pokken

“Ik zal nooit de pokken krijgen nadat
ik de koepokken heb gehad. Nooit
zal ik een afzichtelijk, pokdalig
gezicht hebben.”

Naar de overlevering hoorde de
Britse plattelandsarts Edward
Jenner (1749-1823) deze woorden
van een melkmeisje. Dat melk-
meisjes minder ontvankelijk waren
voor de (mensen)pokken (variola
major) was bekend [1].

In mei 1796 kwam Jennerin contact
met het melkmeisje Sarah Nelmes,
dat tijdens haar werk besmet was
met koepokken. Jenner haalde wat
vocht uit de koepokblaasjes op de
armen van het melkmeisje en
bracht dit over op de arm van een
gezond achtjarig jongetje, James
Phipps, de zoon van zijn tuinman.
De jongen ontwikkelde milde
klachten, die negen dagen na de
procedure verbeterden. Ongeveer
twee maanden later inoculeerde
Jenner de jongen weer, maar deze
keer met de pokstof van een verse
mensenpoklaesie. De jongen werd
niet ziek. Jenner entte vervolgens
zijn zoon in met koepokken en ook
hij bleek beschermd tegen de
pokken [1].

Men wist dat bescherming voor
ernstige  ziekte kon worden
verkregen door inenting. De
techniek van variolatie, waarbij
vocht uit pokkenblaasjes via een
kleine, oppervlakkige incisie werd
overgeént op de te immuniseren
persoon, was al circa 50 jaar in
gebruik.

De actieve immunisatie van men-
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sen door dierlijke pokstof en de
verdere ontwikkeling tot ‘vaccin’, is
volgens de geschiedenisboeken
aan Edward Jenner te danken. Hij
was echter niet de eerste die
dergelijke experimenten en waar-
nemingen deed en teen werkzame

preventiemethode  ontwikkelde.
Ongeveer 20 jaar voor Jenner’s
experiment had Benjamin Jesty
(1736-1816), een boer uit Dorset

[1,2], het vocht van koepokpustels
in met een stopnaald aangebrachte
krasjes op de armen van zijn vrouw
en twee kinderen gewreven.
Hoewel hij zijn bevindingen niet
publiceerde, is op zijn grafsteen
een eerbetoon te lezen.

Wat ook een grondslag geweest
kan zijn voor effectieve pokken-
vaccinatie was het succes van de
Groningse Geert Reinders in de
bestrijding van de veepest.

Geert Reinders, zoon van een
korenmolenaar, was niet medisch
onderlegd maar  had wel
gestudeerd; hij was boer op een
boerderij bij Garnwerd. Bij toeval
leerde Reinders professor Petrus
Camper, hoogleraar aan de
universiteit in Groningen, kennen
toen Reinders in 1766 met hem in
contacttrad over een aan veeziekte
gerelateerde publicatie.

Toen in 1768 de veepest heerste in
het noordoosten van Nederland,
werden de geneeskundig
hoogleraren Petrus Camper en
Wijnold  Munniks  door de
burgemeester en de Raad van
Groningen gevraagd om maat-
regelen te onderzoeken die de
snelle verspreiding van deze ziekte
kon indammen. Nadat meerdere
proeven om veepest met inenting
te bestrijden mislukten, riep
Camper in 1769 de hulp van
Reinders in. Deze kocht voor dit
doel enkele koeien en begon
verschillende proeven, met
wisselend succes. Zijn conclusie
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Figuur 1. Geert Reinders

was dat, wanneer hij een ‘schoon
dier’ besmette met de entstof van
een ziek dier, het ‘schone dier’ altijd
ziek werd en dat dieren die de
enting, of de daadwerkelijke ziekte
hadden doorstaan, niet ziek
werden van een volgende
besmetting. Vier jaar later, in 1774
sloeg de runderpest wederom toe.
Reinders hervatte zijn experi-
menten met entingen en deed een
nieuwe ontdekking. Het viel hem op
datkalveren die geboren werden uit
koeien die de ziekte hadden
doorstaan - ofwel natuurlijk, ofwel
door inenting - niet vatbaar waren
voor deze ziekte, terwijl kalveren
geboren uit koeien die niet in
aanraking waren geweest met de
ziekte, wel ziek werden. Wanneer
hij een kalf geboren uit een koe die
de ziekte had doorgemaakt inentte,
werd het kalf niet ziek, ook niet
wanneer het in contact kwam met
zieke dieren.

In een open brief aan stadhouder
Willem V en later ook aan

hoogleraren Camper en Munniks,
deed Reinders verslag van zijn
bevindingen. Professor Munninks
noemde de ontdekking een ‘bijna
goddelijke bevinding’ en zorgde
ervoor dat de brief in het Engels
werd vertaald. Petrus Camper gaf
verhandelingen over de resultaten
uit in Parijs en Berlijn, maar
vermeldde de naam van Geert
Reinders niet. Ondanks dat
Reinders door het optreden van
Camper geen bekendheid in het
buitenland heeft genoten, kreeg hij
in het binnenland gelukkig wel
erkenning voor zijn werk [3,4,5].

Mogelijk zijn de bevindingen van
Geert Reinders onder de aandacht
van Jenner gekomen en hebben ze
hem ertoe  gebracht  zijn
experimenten met koepokken uit te
voeren. Jenner schreef zijn
resultaten van de  koepok-
vaccinatie-experimenten op James
Phipps op in een verhandeling en
stuurde dit in 1797 aan de Royal
Society van Londen. Het werd
ontvangen met scepsis. Ondanks
dat Jenner al was verkozen tot
Vakgenoot van de Royal Society
voor eerder ~wwork, werd  zijn
verhandeling € 2= vezen. Het jaar
daarna, onder-steund met meer
casus en bewijs voor zijn theorie,
publiceerde Jenner op eigen naam
een verhandeling genaamd ‘An
Inquiry into the Causes and Effects
of Variola Vaccinae, a Disease,
Discovered in some of the Western
Counties of England, particularly
Glouces-tershire, and Known by
the Name of The Cow Pox.’

Het bestond uit drie delen: het
eerste  deel behandelde de
hypothese dat een infectie met
koepokken beschermde tegen een
daaropvolgende infectie met de
mensenpokken. Het tweede deel
bestond uit de kritische observaties
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die hij had gedaan om de
hypothese te testen. Hetderde deel
bestond uit een lange discussie
over de bevindingen en
verschillende onderwerpen met
betrekking tot de variola major [1].

Strikt gesproken was Edward
Jenner niet degene die de
vaccinatie heeft ontdekt, maar het
staat buiten kijf dat hij de eerste
persoon was die ervoor heeft
gezorgd dat de procedure een
wetenschappelijke status kreeg en
ertoe aanzette dat hier verder
wetenschappelijk onderzoek naar
werd verricht. Ondanks dat de
resultaten van Jenners onderzoek
met gemengde reacties werden
ontvangen in de medische wereld,
nam de invoering van de vaccinatie
daarna wereldwijd een enorme
vlucht en zijn er nog veel inzichten
geweest op het gebied van
vaccinatie, virussen, transmissie
en immunologie die de theorieén
van Jenner ondersteunden [1]. De
benaming ‘vaccinatie’, afgeleid van
het Latijnse woord ‘'vacca' (koe),
werd later door Louis Pasteur
gegeven, als eerbetoon aan de
bevindingen van Jenner 2], metals
mooie bijkomstigheid dat dit een
terechte verwijzing is naar de
waardevolle experimenten die
Reinders 20 jaar eerder deed.
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