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CAT vragen

* Wat is het klinisch diagnostisch belang van mycobacterién en hun identificatie?

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

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



The environmental reservoir of the disease and how it spreads between humans are unknown.

Most cases in Africa are associated with living near marshes and other aguatic environments. But

in Australia cases, are often linked to specific modes of transmission such as mosquitoes and
possums, according to Andres Garchitorena, researcher at the Institute of Research and

O

e Distribution of [Buruli ulcer, 2015}«— M. ulcerans

Development in France and an expert on Buruli ulcers, who was not involved in the most recent
report.
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Source: World Health Organisation

"In Australia, it seems more to be a terrestrial transmission whereas in Africa, for example, the
strain is very different and is mostly transmitted through aquatic ecosystems," Garchitorena said.

Doctors also do not know why cases are becoming more severe.

www.who.int/buruli/photos/en/
WWW.CNN.com . . ) ) . . ) ) Warning: some photos may be disturbing to non-medical audience
M. Eric Benbow et al. Buruli Ulcer: Case Study of a Neglected Tropical Disease Sep 2017. Modeling the Transmission and Prevention of Infectious Disease
Vinciane Sizaire et al. Mycobacterium ulcerans infection: control, diagnosis, and treatment. Lancet Infect Dis 2006



http://www.who.int/buruli/photos/en/
http://www.cnn.com/
https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-319-60616-3
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“The growing threat of nontuberculous mycobacteria”

* Alomtegenwoordig
* Water

e Grond
e Aérosol

S

J.0. 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
e Gedissemineerde infecties

Jakko van Ingen et al. Nontuberculeuze mycobacterién: 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 mycobacterién

* Diverse groep
* A Biochemisch

* A Geografisch voorkomen
* A Intrinsieke pathogeniciteit
* A 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.
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Taxonomie NTM

* Runyon 1959

e O.b.v. groeisnelheid + pigmentaanmaak:
* Trage groeiers (>7d):
e Type |: photochromogeen d.w.z. pigmentproductie o.i.v. lichtblootstelling
e Type Il: scotochromogeen d.w.z. pigmentproductie ondanks groei in het donker
* Type lll: nonphotochromogeen d.w.z. niet-sterk gepigmenteerd

* Snelle groeiers (<7d, maar trager dan meeste andere bacterién)



Taxonomie NTM

Traag groeiende NTM

Snel groeiende NTM

Mycobacterium arupense
Mycobacterium asiaticum
Mycobacterium avium 2
Mycobacterium branderi
Mycobacterium celatum
Mycobacterium chimaera 2
Mycobacterium flavescens
Mycobacterium florentinum
Mycobacterium gordonae 1
Mycobacterium heckeshornense
Mycobacterium intermedium
Mycobacterium interjectum
Mycobacterium intracellulare »
Mycobacterium kansasii

Daley C.L. Nontuberculous mycobacterial infections. Eur Respir Mon 2011

Mycobacterium kubicae
Mycobacterium lentiflavum
Mycobacterium malmoense
Mycobacterium marinum
Mycobacterium palustre
Mycobacterium saskatchewanse
Mycobacterium scrofulaceum
Mycobacterium shimodei
Mycobacterium simiae
Mycobacterium szulgai
Mycobacterium triplex
Mycobacterium terrae
Mycobacterium ulcerans
Mycobacterium xenopi

Vanessa Mathys Tuberculose & Mycobactéries, rapport annuel 2016. Sciensano (WIV-ISP)

Mycobacterium abscessus
Mycobacterium alvei
Mycobacterium boenickei
Mycobacterium boletti
Mycobacterium brumae
Mycobacterium chelonae
Mycobacterium confluentis
Mycobacterium elephantis
Mycobacterium goodii
Mycobacterium holsaticum

Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium mageritense
Mycobacterium massiliense
Mycobacterium mucogenicum
Mycobacterium peregrinum
Mycobacterium phocaicum
Mycobacterium septicum
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium thermoresistible



Diagnose NTM-infectie
* IDSA guideline 2007

* Kliniek + radiologie
EN < * Pulm. Symptomen + Rx/HRCT (cavitatie/nodulair)

EN * Microbiologie

* 22 sputa pos.
E|<- >1 BAL pos.

* APO (granulomateuze ontsteking of zuurvaste staven) + 1 pos. Sputum/BAL

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



Klinische relevantie NTM
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Intrinsiek pathogeen vermogen

rién. Tijdschr Infect 2014.
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diagnostiek van

J. Van Ingen. De klinische relevantie en



ldentificatie NTM

* ID tot species/subspecies-niveau = belangrijk
* Zuurvaste staven -- Ziehl-Neelsen-kleuring

e Cultuur:

e Solide media: g

* Kolonie morfologie (+pigmentatie) 8 ! Nauwelijks/niet kweekbaar:
* Groeisnelheid _ M. ulcerans
« Kwantificatie '
- M. genavense
* Vloeibare media: Q\
* Snellere time-to-detection Fe -suppl. in medium
* Contaminatie! t - M haemophilum
* Combinatie vloeibaar en vast = sensitiviteit1
MGIT specifiek probleem:
---> M. xenopi

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



ldentificatie NTM

* Groeisnelheid + pigment + biochemie
 Andere methodes:

e HPLC

* Maldi-ToF MS “ﬂ

* Moleculair:
* PCR

6\
* Sequencing %‘@g\b

* 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 S
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Nood aan extractieprotocol

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



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT

* Literatuur

A extractieprotocollen
Aantal spots

Ouderdom stalen
Vloeibaar vs. vast medium
Effect database

Leercurve

Mogelijke interferenties

e Praktisch luik

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



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
teratuur

Met SDS:  89.2%

Ahikel Stalen Beschrijving stalen Toestel Bibliotheek Spots ‘ID rate’ MALDI-TOF MS
Lotz et. al. 82 MGIT 72 NTM Klinisch Bruker Andromas database | 5spots | L]: 97%
2010 3111) 276 NTM Klinisch + ref. | Microflex | Eigen database MGIT: 77%
—31 species = SN:99%
= TR:79%
Balada et. al. 70 MGIT (klinisch) 142NTM 80% klinisch | Bruker Mycobacteria v1.0 1spot | Globaal: 98,3%
2013 99 7H10/7H11 =13 species Microflex Solide = MGIT
9L]

Buchan et. al. 88 VersaTREK 53 NTM Klinisch Bruker Biotyper v3.1 2 spots | 7H11 VersaTREK
2014 88 7H11 - 15 species Microflex | en v3.1: 50.6% v3.1: 68.2%

Mycobacteria v1.0 v1.0: 89.8% v1.0: 98.8%
Mediavilla et.al. | 66 L] = MALDI 66 NTM klinisch Bruker Mycobacteria v1.0 3 spots | LJ: 98,5%
2014 66 MGIT = GenoType | =15 species Microflex
Rodriguez et. 125 L] (klinisch+ref) | 125 NTM Klinisch Bruker Mycobacteria v2.0 3 spots | L]: 94,4%
al. —>27 species Microflex
2015
Van Eck et.al. 54 MGIT 54 NTM klinisch Bruker Mycobacteria v.2.0 1 spot | Default settings Manual laser+ subcultuur
2016 =10 species Microflex 7H11:46.3% 7H11: 79.6%

MGIT: 22.2% MGIT: 57.4%

Chien et. al. 151 MGIT 98 NTM klinisch Bruker Mycobacteria v.2.0 1spot | MGIT: 25%
2016 =9 species Microflex
Leyer et.al. 111 7H10 111 NTM Klinisch? Vitek MS Saramis v4.12 RUO 2 spots | 7H10 MGIT
2017 - 108 MGIT —>21 species en Saramis: 67% Saramis: 62%

IVD3.0 IVD 3.0: 94% IVD 3.0: 91%
Huang et. al. 89 MGIT 89 NTM Klinisch Vitek MS IVD V3.0 1spot | 1 mlaliquot MGIT 3 ml aliquot MGIT
2018 —>10 species Zonder SDS: 86.7% Zonder SDS: 96.4%

Met SDS:  100%

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 1ul supernatans

* Meer spots = meer kans op ID?

* Lotz et al.
* Meer spots = kans op ID1
* Traag groeiende NTM!

Lotz et al. Rapid Identification of Mycobacterial Whole Cells in Solid and Liquid Culture Media by Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-

Type (no.) of species

Probability (%) of obtaining
good acquisition with:

All species tested (337)

Fast-growing
mycobacteria (159)

Slow-growing
mycobacteria (178)

2 3 4 5
replicates  replicates  replicates  replicates
67 74 80 87
79 86 92 99
57 65 72 79

Time of Flight Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology 2010



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT

--> Literatuur

e Effect Database

Bibliotheek

Aantal spectra

Aantal species

Bruker Biotyper v3.1

79

42

Bruker Mycobacteria v1.0

173

94

Bruker Mycobacteria v2.0

313

127

Bruker Mycobacteria v5.0/IVD 3.0

912

164

Biomerieux SARAMIS v4.12

1286

45

Biomerieux Vitek IVD 3.0

?

49

* Hoe meer spectra en species = kans op D1

* Vnl. meerwaarde voor ID zeldzamere mycobacterién

* Non-identificatie 1

Rodriguez et al. Evaluation of Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-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 lonization-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

‘1D rate” MALDI-TOF MS

--> Literatuur

L]: 97%
MGIT: 77%
=2 SN:999%
= TR: 79%

e Vloeibaar vs. Vast

Globaal: 98,3%
Solide = MGIT

TH11 VersaTREK
. o B . o v3.1: 50.6% vi.l: 68.20
 Vloeibare media = time-till-detection/ v1.0: 89.8% v1.0: 98.8%

L]: 98,5%

* MAAR:

e Lagere mycobacteriéle load

L]: 94,4%

* Na extractie: geen (goede) spectra met MALDI-TOF MS

Default settings Manual laser+ subcultuur

* Vnl. problematisch voor traag groeiende NTM

TH11: 46.3% TH11: 79 6%,
MGIT: 22.2% MGIT: 57 .49
MGIT: 25%
* Oplossing?
p g TH10 . MGIT )
 Groter aliquot voor extractie D 20040 b

* 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 lonization-Time of Flight Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology 2010
Van Eck et al. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-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

1 ml aliquot MGIT
Zonder 5D5: B6.7%
Met SDS:  89.204

3 ml aliquot MGIT
Zonder SDS: 96.4%
Met SDS:  100%



Performantie MALDI-TOF MS op MGIT
--> Literatuur

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

* OQudere stalen
--> Slechtere spectra
--> Spectrum blijft herkenbaar

* Actieve eiwittranslatie = belangrijk!

* Ouderdom staal = mycobacteriéle load I
* Vnl. Traag groeiende NTM!

Lotz et al. Rapid Identification of Mycobacterial Whole Cells in Solid and Liquid Culture Media by Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology 2010
Mediavilla et al. Use of MALDI-TOF MS for Identification of Nontuberculous Mycobacter ium Species Isolated from Clinical Specimens. Biomed Researc h 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 lonization-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 (lbwenstein-jensen agar)

* Staalname
* Interfererende eiwitten orophrayngeale flora
* Interfererende humane eiwitten

[ J

Multi-species cultures

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

Van Eck et al. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-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

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

 Stalen: mei 2016 — maart 2018
* 10 klinische MGIT’SY uitgeént op L} — MALDI-TOF MS extractie
MALDI-TOF MS extractie
* 9 microbank-isolaten—uitgeént 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

e Protocol

Voorbereiding vanuit Ll en 7H10

Voorbereiding MGIT

Extractie (deel 1)

Extractie (deel 2)

MALDI-TOF

Breng een markeerstreepje aan op een 1. Brengeen markeerstreepje aan op 1. Voeg 900 pL absolute ethanol toe aan de suspensie 17. Voeg een zeer kleine hoeveelheid Ga na het drogen
Microtube en identificeer met een een Microtube en identificeer met 2. \Vortex 5 seconden silica beads toe (400nm) (zie foto lepeltje) onmiddellijk naar het L2-
(staal)nummer een (staal)hummer 3. Incubeer 10 minuten bij kamertemp. labo voor het aanbrengen
18. Voeg (10ul) pure acetonitrile (AN) toe. van matrix
Breng 300ul ultrapore water in de Microtube | 2. Meng MGIT op met pasteurpipet 4. Centrifugeer 2 minuten bij 13000 rpm ->Bij een duidelijk sediment 20p! Spot 1ul matrix
3. Breng1al.5mlover 5. Pipetteer het supernatans af en laat wat vocht achter

Breng met behulp van een blauwe

in de Microtube met pasteurpipet

19.

Vortex gedurende 1 minuut op maximum snelheid

Laat drogen

6. Voeg 500uL ultrapore water toe en suspendeer
4, Centrifugeer 2 min bij 13000rpm 20. Voeg, eenzelfde hoeveelheid als toegevoegde 4,

(10p) entlus enkele kolonies in suspensie in
de Microtube (vermijd het overbrengen van Breng targetplaat

in Malditof

voedingsbodem)

—>houd rekening met markering! 7.

Centrifugeer 2 minuten bij 13000 rpm

AN, 70% formic acid (FA) toe

5. Pipetteer het supernatans af 8. Pipetteer het supernatans af Gebruik Database
->Pipetteer ‘weefselbrol’ eraf indien 21. Vortex 5 seconden op MycobacteriénV3.0 (be
aanwezig 9. Voeg 50pL ultrapore water toe en ad method!)

suspendeer (water over sediment laten lopen, 22. Centrifugeer 2 min. bij maximum snelheid
6. Voeg 300ul ultrapore water bij het opzuigen en terug over laten lopen) Lees
sediment 23. Spotten op MALDI-targetplaat (per staal): af door eventueel manueel
10. Verwarm gedurende 30 min. op 100°C. =4 spots in toto per staal te beschieten (indien
—condens = centrifugeer kort! slechte MALDI-TOF MS
- 2 spots met 2pl supernatans score: manueel
11. Voeg 1200pL ijskoude absolute ethanol toe (vanuit 1pl =>drogen => 1pl => drogen herschieten)
vriezer: -20°C, opmengen met pasteurpipet!) - 2 spots met 1pl supernatans
1ul => drogen
12. Centrifugeer 2 min. bij 13000 rpm
13. Pipetteer het supernatans af en laat wat vocht achter | 24. Laat drogen
14. Centrifugeer 2 min. bij 13000 rpm
15. Pipetteer het supernatans voorzichtig af
16. Laat het sediment aan de lucht drogen

-->kan lang duren (30-45 min)

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

Stammen gegroeid op lowenstein-jensen agar

Score
Stam Aantal <1.7 1.7-2.0 >2.0 % ID
(17)
M. celatum 1 1 100%
M. avium 6 2 4 100%
M. chimaera/intracellulare | 6 1 5 100%
M. immunogenum 1 1 100%
M. gordonae 1 1 100%
M. peregrinum 1 1 100%
M. kansasii 1 1 100%
Totaal Idenficatie % 100%
Klinische stammen (MGIT)
Stam Aantal <1.7 1.7-2.0 >2.0 % ID
(10)
M. celatum 1 1 100%
M. avium 3 1 1 1 66%
M. chimaera/intracellulare | 4 1 3 75%
M. marinum/ulcerans 1 1 0%
M. kansasii 1 1 100%
Totaal Idenficatie % 70%

1 M. chimaera/intracellulare
= onvoldoende groei

1 M. marinum/ulcerans
= niet gegroeid op 37°C
—>opnieuw uitgeént en
geincubeerd op 30°C



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

* Qudste 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

e 2ul spot?
= geen verschil tussen 1uL of 2ulL spot

Belang van manueel herschieten en hogere laserintensiteit!

Supernatans afpipetteren = verlies mycobacterieel materiaal?

* Neen, indien voorzichtig

Spikingexperiment (in MGIT)
e 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 mycobacterién en hun identificatie?



Antwoorden 3 vragen

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



Antwoorden 3 vragen

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

Positieve MGIT: Ziehl kleuring uitvoeren
» Indien Ziehl + => rechtstreekse PCR op staal

» Indien MGIT + en Ziehl negatief: macroscopisch bekijken (vlokjes, troebel):
- Niet suggestief: Ziehl (+ eventueel gram) => indien negatief: buis opnieuw
decontamineren
- Suggestief: sneltest TB

Positief: MTB negatief: NTM
doorsturen naar ref. centrum voor AB MALDI-TOF MS voor ID

doorsturen naar ref. centrum voor AB indien
klinisch relevant



To do

* Validatie verder afwerken + prospectieve stalen analyseren

* Indien validatie afgerond: overleg met kliniek



