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CAT vragen

• Wat is het klinisch diagnostisch belang van mycobacteriën en hun identificatie?

• Wat is de performantie van MALDI-TOF MS ter identificatie van atypische 
mycobacteriën in het labo microbiologie in het ZOL? (literatuur + validatie)

• Wat is de plaats van MALDI-TOF MS in het labo microbiologie?
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“The growing threat of nontuberculous mycobacteria”

• Alomtegenwoordig
• Water
• Grond
• Aërosol

J.O. Falkinham. Surrounded by mycobacteria: nontuberculous mycobacteria in the human environment. Journal of Applied Microbiology. 2008
Marras et al. Epidemiology of human pulmonary infection with notuberculous mycobacteria. Clin Chest Med. 2002
Feazel LM et al. Opportunistic pathogens enriched in showerhead biofilms. Proc Natl Acad Sci USA. 2009
Steve Titmarsh. The growing threat of nontuberculous mycobacteria. 2017



NTM ziektebeelden

• Symptomatologie varieert + aspecifiek

• Orgaanspecifiek + koorts, anorexie, G

• Pulmonaire infecties

• Cervicale lymfadenitis

• Huid- en weke delen infecties

• Gedissemineerde infecties 

Jakko van Ingen et al. Nontuberculeuze mycobacteriën: klinische relevant. NED TIJDSCHR GENEESKD 2010
Margaret M. Johnson, John A. Odell. Nontuberculous mycobacterial pulmonary infections. J Thorac Dis 2014
Lan et al. Mycobacterium fortuitum skin infections after subcutaneous injections with Vietnamese traditional medicine: a case report. BMC Infectious Diseases 2014
Lindeboom et al. Clinical Manifestations, Diagnosis, and Treatment of Mycobacterium haemophilum Infections. Clin. Microb Reviews 2011



Taxonomie NTM

• >150 species

• Non-TBC en non-lepra mycobacteriën

• Diverse groep
• Δ Biochemisch

• Δ Geografisch voorkomen

• Δ Intrinsieke pathogeniciteit

• Δ Antibiotica- en desinfectantia- gevoeligheid

Tortoli E. The new mycobacteria: an update. FEMS Immunol Med Microbiol. 2006
Hoefsloot et al. The geographic diversity of nontuberculous mycobacteria isolated from pulmonary samples. An NTM-NET collaborative study. Eur Respir J 2013.



Taxonomie NTM

• Runyon 1959
• O.b.v. groeisnelheid + pigmentaanmaak:

• Trage groeiers (>7d):
• Type I: photochromogeen d.w.z. pigmentproductie o.i.v. lichtblootstelling

• Type II: scotochromogeen d.w.z. pigmentproductie ondanks groei in het donker

• Type III: nonphotochromogeen d.w.z. niet-sterk gepigmenteerd

• Snelle groeiers (<7d, maar trager dan meeste andere bacteriën)



Taxonomie NTM
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Daley C.L. Nontuberculous mycobacterial infections. Eur Respir Mon 2011
Vanessa Mathys Tuberculose & Mycobactéries, rapport annuel 2016. Sciensano (WIV-ISP)



Diagnose NTM-infectie

Griffith et al. An Official ATS/IDSA Statement: Diagnosis, Treqtment, and Prevention of Nontuberculous Mycobacterial Diseases. 2007



Klinische relevantie NTM

J. Van Ingen. De klinische relevantie en diagnostiek van non-tuberculeuze mycobacteriën. Tijdschr Infect 2014.

Intrinsiek pathogeen vermogen



Identificatie NTM

• ID tot species/subspecies-niveau = belangrijk

• Zuurvaste staven -- Ziehl-Neelsen-kleuring

• Cultuur:

• Solide media: 
• Kolonie morfologie (+pigmentatie)
• Groeisnelheid
• Kwantificatie

• Vloeibare media:
• Snellere time-to-detection
• Contaminatie!

• Combinatie vloeibaar en vast = sensitiviteit

Nauwelijks/niet kweekbaar:
- M. ulcerans
- M. genavense

Fe -suppl. in medium
- M. haemophilum

MGIT specifiek probleem:
---> M. xenopi

Van Ingen et al. Microbiological Diagnosis of Nontuberculous Mycobacterial Pulmonary Disease. Clin Chest Med 2015.



Identificatie NTM

• Groeisnelheid + pigment + biochemie

• Andere methodes:
• HPLC
• Maldi-ToF MS
• Moleculair: 

• PCR
• Sequencing

• Sequencing: 
• 16S rRNA: ID species/complex
• Verdere ID subspecies

• Seq. andere targets
• hsp65
• rpoB
• 16S-23S internal transcribed spacer
• sod

Van Ingen et al. Microbiological Diagnosis of Nontuberculous Mycobacterial Pulmonary Disease. Clin Chest Med 2015.



MALDI-TOF MS 

Brown et al. Through the wall: extracellular vesicles in Gram-positive bacteria, mycobacteria and fungi. Nature Reviews 2015.

Nood aan extractieprotocol



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT

• Literatuur
• Δ extractieprotocollen
• Aantal spots
• Ouderdom stalen
• Vloeibaar vs. vast medium
• Effect database
• Leercurve 
• Mogelijke interferenties

• Praktisch luik

• Plaats MALDI-TOF MS in labo microbiologie (NTM)



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

Referentiemethode = Moleculaire technieken (16S rRNA, hsp65, …)



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

• Protocollen



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

• Aantal spots
• 1-5 spots

• Meestal 1μL supernatans

• Meer spots = meer kans op ID?

• Lotz et al. 
• Meer spots = kans op ID   

• Traag groeiende NTM!

Lotz et al. Rapid Identification of Mycobacterial Whole Cells in Solid and Liquid Culture Media by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology 2010



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

• Effect Database

• Hoe meer spectra en species = kans op ID

• Vnl. meerwaarde voor ID zeldzamere mycobacteriën
• Non-identificatie  

Rodriguez et al. Evaluation of Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry for Identification of nontuberculous Mycobacteria from Clinical Isolates. Journal of Clinical Microbiology 2015
Van Eck et al. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry Fails to Identify Nontuberculous Mycobacteria from Primary Cultures of Respiratory Samples. Journal of Clinical Microbiology 2016



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

• Vloeibaar vs. Vast

• Vloeibare media = time-till-detection

• MAAR: 
• Lagere mycobacteriële load

• Na extractie: geen (goede) spectra met MALDI-TOF MS
• Vnl. problematisch voor traag groeiende  NTM

• Oplossing? 
• Groter aliquot voor extractie

• Verlengd incuberen na BACTEC incubatie

Lotz et al. Rapid Identification of Mycobacterial Whole Cells in Solid and Liquid Culture Media by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology 2010
Van Eck et al. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry Fails to Identify Nontuberculous Mycobacteria from Primary Cultures of Respiratory Samples. Journal of Clinical Microbiology 2016
Huang et al. Rapid identification of mycobacteria from positive MGIT broths of primary cultures by MALDI-TOF mass spectrometry. Plos One 2018



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

• Ouderdom stalen
• Stel: analyse MGIT’s in batch --> negatieve invloed?

• Oudere stalen
--> Slechtere spectra

--> Spectrum blijft herkenbaar

• Actieve eiwittranslatie = belangrijk!

• Ouderdom staal = mycobacteriële load
• Vnl. Traag groeiende NTM! 

Lotz et al. Rapid Identification of Mycobacterial Whole Cells in Solid and Liquid Culture Media by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology 2010
Mediavilla et al. Use of MALDI-TOF MS for Identification of Nontuberculous Mycobacterium Species Isolated from Clinical Specimens. Biomed Research International 2015
Huang et al. Rapid identification of mycobacteria from positive MGIT broths of primary cultures by MALDI-TOF mass spectrometry. Plos One 2018



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

• Leercurve

• Meer ervaring met extractieprotocol
= betere scores op MALDI-TOF MS

• Belang goede opleiding laboranten

Van Eck et al. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry Fails to Identify Nontuberculous Mycobacteria from Primary Cultures of Respiratory Samples. Journal of Clinical Microbiology 2016



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

• Mogelijke interferenties

• Decontaminatieprocedure
• Groeisupplement
• Lecithine (löwenstein-jensen agar)

• Staalname
• Interfererende eiwitten orophrayngeale flora
• Interfererende humane eiwitten

• Multi-species cultures

Lotz et al. Rapid Identification of Mycobacterial Whole Cells in Solid and Liquid Culture Media by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology 2010
Van Eck et al. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry Fails to Identify Nontuberculous Mycobacteria from Primary Cultures of Respiratory Samples. Journal of Clinical Microbiology 2016
Huang et al. Rapid identification of mycobacteria from positive MGIT broths of primary cultures by MALDI-TOF mass spectrometry. Plos One 2018
Van Ingen et al. Microbiological Diagnosis of Nontuberculous Mycobacterial Pulmonary Disease. Clin Chest Med 2015



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Praktisch luik

• ZOL: validatie MALDI-TOF MS op MGIT (identificatie NTM)

• Stalen: mei 2016 – maart 2018
• 10 klinische MGIT’s uitgeënt op LJ        MALDI-TOF MS extractie

MALDI-TOF MS extractie

• 9 microbank-isolaten uitgeënt op LJ       MALDI-TOF MS extractie

• Bruker Mycobacteria Library v5.0 (164 species, 912 spectra)

• Bruker MicroFlex MALDI-TOF MS



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Praktisch luik

• Protocol

Totale tijd uitvoering: 2 uur
Hands-on time: 1 uur en 10 min
Kost extractie per staal: 6 euro



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Praktisch luik

1 M. chimaera/intracellulare
= onvoldoende groei

1 M. marinum/ulcerans
= niet gegroeid op 37°C 
opnieuw uitgeënt en        
geïncubeerd op 30°C



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Praktisch luik

• Oudste staal = M. avium (dec 2016)

= geen ID op MGIT, wel op LJ

• 2 stalen: M. avium en M. kansasii (Jun 2017)

= beide ID op MGIT



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Praktisch luik

• Meer kans op ID indien:
• Visueel pellet observeerbaar?

= geen duidelijk effect

• 2μL spot?
= geen verschil tussen 1μL of 2μL spot

• Belang van manueel herschieten en hogere laserintensiteit!

• Supernatans afpipetteren = verlies mycobacterieel materiaal?
• Neen, indien voorzichtig

• Spikingexperiment (in MGIT)
• Zonder incubatie = mislukt
• Met incubatie = voorlopig succesvol

--> Belang actieve eiwittranslatie (ribosomen) voor analyse MALDI-TOF MS



Antwoorden 3 vragen

• Wat is het klinisch diagnostisch belang van mycobacteriën en hun identificatie?



Antwoorden 3 vragen

• Wat is de performantie van MALDI-TOF MS ter identificatie van atypische 
mycobacteriën in het labo microbiologie in het ZOL? (literatuur + validatie)



Antwoorden 3 vragen

• Wat is de plaats van MALDI-TOF MS in het labo microbiologie?



To do

• Validatie verder afwerken + prospectieve stalen analyseren

• Indien validatie afgerond: overleg met kliniek


