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Publiekssamenvatting
Jaarrapportage CIb-1DS
2015

Veel (ziekenhuis)laboratoria sturen het te onderzoeken materiaal van patiénten naar het
Centrum Infectieziekteonderzoek, diagnostiek en screening (IDS) van het RIVM. Dit betreft
vooral bijzondere diagnostiek waarvoor de laboratoria zelf geen test in huis hebben. Ook
komen patiéntmaterialen binnen om te monitoren of en in welke mate bepaalde ziekte-
verwekkende micro-organismen voorkomen. Soms worden de ziekteverwekkers zelf
ingestuurd met de vraag of IDS deze wil karakteriseren. Met de verkregen resultaten houdt

het RIVM er zicht op hoe vaak en waar bepaalde micro-organismen voorkomen. Op die manier
kan het RIVM snel reageren op (plotselinge) ontwikkelingen op het gebied van infectieziekten.

IDS beschrijft jaarlijks de resultaten om inzenders van patiéntmaterialen inzicht te geven in
wat is gedaan aan diagnostiek, screening en onderzoek naar infectieziekten. De jaarrapportage
2015 beschrijft onder andere de bijdrage van IDS aan de ebola-diagnostiek in Sierra Leone.
Zeven medewerkers hielpen ter plaatse door de laboratoriumdiagnostiek uit te voeren. Verder
zijn bij IDS de eerste stappen gezet om de hielprikscreening uit te breiden, en wel met de
screening op Severe combined immunodeficiency (SCID). Ook wordt toegelicht hoe het komt
dat het griepvaccin in 2015 onvoldoende werkte. Een deel van de onder de bevolking
circulerende influenzavirussen bleek af te wijken van de virussen die in het griepvaccin waren
opgenomen.

Het onderzoek bij IDS bestaat er vooral uit om innovatieve laboratoriumtesten te ontwikkelen,
te verbeteren en in te zetten. Dit in het belang van de openbare gezondheidszorg. Bij veel van
deze onderzoeken wordt een innovatieve methode gebruikt waarmee het hele genoom van
een micro-organisme in kaart kan worden gebracht (Whole Genome sequencing).

Kernwoorden: diagnostiek, onderzoek, screening, kiemsurveillance, IDS, Clb-IDS-rapportage 2015
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Synopsis:

Annual Report of the Centre
for Infectious Diseases
Research, Diagnostics and
Screening (IDS)

Many hospital and other laboratories send their patient materials to RIVM’s Centre for
Infectious Diseases Research, Diagnostics and Screening (IDS) for testing, particularly if special
diagnostic procedures are required for which these laboratories lack the necessary testing
facilities. Patient materials are also sent to IDS in order to monitor the incidence of specific
pathogenic micro-organisms. In some cases the pathogens themselves are sent to IDS for
characterization. The results obtained enable RIVM to keep track of where and how frequently
specific micro-organisms occur, enabling RIVM to respond rapidly to any (sudden)
developments relating to infectious diseases.

IDS summarizes the results of these activities in an Annual Report to provide stakeholders with
insight into infectious diseases research, diagnostics and screening. The topics covered in the
Annual Report for 2015 include IDS’s contribution to Ebola diagnostics in Sierra Leone. Seven
staff members travelled to the West African nation to provide laboratory diagnostic assistance.
In addition, IDS has taken initial steps to expand its heel prick screening programme to include
Severe Combined Immune Deficiency syndrome (SCID). The report also explains why the
Dutch flu vaccination programme was insufficiently effective in 2015. A part of the circulating
influenza viruses in the human population was found to deviate from the viruses that were
included in the flu vaccine.

Research at IDS is mainly focused on developing, optimizing and implementing innovative
laboratory tests that can help to improve public health. Much of its research uses Whole
Genome Sequencing, an innovative laboratory process that determines the complete DNA
sequence of a micro-organism’s genome.

Keywords: Diagnostics, Research, Screening, germ surveillance, IDS, Clb-IDS-report 2015
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Voorwoord

Voor u ligt de jaarrapportage over 2015 van het Centrum Infectieziekteonderzoek, Diagnostiek
en Screening (IDS), onderdeel van het Centrum Infectieziektebestrijding (CIb) van het RIVM.

In deze uitgave van de jaarrapportage worden de verrichtingen en ontwikkelingen van IDS in
2015 weergegeven. Het schetst de ambitie van IDS in het kader van de taken voor de Openbare
Gezondheidszorg (OGZ) en relevante wetenschappelijke ontwikkelingen in de humane
microbiologische diagnostiek. De rapportage laat zien waaraan IDS in 2015 heeft gewerkt, de
resultaten die zijn bereikt en welke kansen er nog liggen. De opsomming is niet uitputtend.

Bij IDS is de expertise van de humane microbiologie ondergebracht, inclusief de
laboratoriumfaciliteiten hiervoor. De taken van IDS zijn in drie kernfuncties onder te verdelen:

1. preparedness & response (brandweerfunctie);
2.diagnostiek & laboratoriumsurveillance;
3. methode-ontwikkeling & innovatie.

IDS geeft adviezen aan laboratoriumprofessionals, medewerkers in de openbare of curatieve
gezondheidszorg en beleidsmakers. IDS werkt als katalysator voor het uitvoeren van
onderzoek en implementeren van nieuwe (state-of-the-art) diagnostische testen.

1. Bij uitbraken en incidenten is IDS verantwoordelijk voor de laboratoriumrespons als
onderdeel van het CIb-responsplan. Om adequaat te kunnen reageren op incidenten en
uitbraken (‘crisis to come’) is het nodig de daarvoor benodigde kennis te verwerven en te
onderhouden. Het opbouwen en operationeel houden van kwalitatief goede
laboratoriumtechnieken en het voldoen aan veiligheidseisen voor zowel infrastructuur als
personele competenties zijn randvoorwaardelijke eisen van dit responsplan. Dit vereist
continue training en scholing. Ook voert IDS verdiepend onderzoek dat erop gerichtis de
bovengenoemde taken goed te kunnen uitvoeren. IDS werkt samen met nationale en
internationale laboratoria en deskundigen.

2.0m de regierol in de humane microbiologische diagnostiek en laboratoriumsurveillance te
kunnen nemen, zijn up-to-date kennis en vaardigheden van methodes en nieuwe
ontwikkelingen noodzakelijk. Op het terrein van de laboratoriumsurveillance van BRMO’s
neemt IDS het voortouw. Bestaande netwerken en operationele surveillance-datasystemen
worden benut. De voortschrijdende antibioticaresistentievorming is niet meer een uitdaging
maar een bedreiging.
IDS is verantwoordelijk voor de kiemsurveillance van micro-organismen die zich (lijken te)
onttrekken aan de humane vaccinatie-immuniteit. Dit betreft zowel virussen (bof, mazelen,
rubella, HPV) als bacterién (bordetella, pneumokokken). IDS voert de confirmatie uit van
micro-organismen behorend tot de groep van potentieel voor bioterrorisme-gevoelige
agentia (BT-organismen). IDS detecteert virussen en bacterién die de luchtwegen
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(respiratoir) of het maag-darmkanaal (enteraal) van mensen infecteren en die een
(potentiéle) bedreiging zijn voor de volksgezondheid. Ook draagt IDS bij aan de
tuberculosebestrijding door typeren en gevoeligheidsbepalingen van de isolaten.
Verwekkers van de Food- and Waterborne Diseases (virussen, bacterién, parasieten)
worden gedetecteerd en getypeerd. Moleculair biologische technieken vormen een
wezenlijke bijdrage aan de laboratoriumdiagnostiek. Het verzamelen en genereren van
laboratoriumdata moet geharmoniseerd worden om landelijke overzichten te kunnen
samenstellen en vergelijkingen mogelijk te maken. IDS werkt hierbij nauw samen met
andere partners binnen en buiten het CIb om stakeholders en publiek van informatie te
voorzien. De laboratoriumtaken vragen om continue afstemming met het veld. Er worden
strategische allianties en netwerken opgezet.

3. Het laboratoriumwerk is onderhevig aan voortdurende technische ontwikkelingen en heeft
daardoor een bijzondere specialistische dynamiek. Om de kerntaken adequaat te kunnen
blijven uitvoeren is vergroten van de expertise op moleculair biologisch gebied cruciaal.
Technieken zoals Whole Genome Sequencing (WGS) en Next Generation Sequencing (NGS)
worden al toegepast en IDS investeert hier verder in. Vanwege de toenemende dynamiek en
complexiteit streeft IDS naar samenwerking met andere laboratoria binnen Clb en binnen
het RIVM. Dit is merkbaar aan de flexibiliteit en inzetbaarheid van de IDS-medewerkers en
draagt bij aan een efficiént omgaan met de beschikbare middelen en uren. De resultaten van
vernieuwende methodeontwikkelingen worden ingezet in de routine diagnostiek, de
brandweerfunctie en worden beschikbaar gesteld aan het veld. Ook op het terrein van de
wetenschappelijke ontwikkeling heeft IDS de ambitie om samenwerking te zoeken met de
veldpartijen.

In 2015 is de continuiteit van de leidinggevende functies geborgd. Naast de uitvoering van de
inhoudelijke taken zijn kwaliteit en bedrijfsvoering belangrijke speerpunten geweest. Het
kwaliteitsbewustzijn is verder toegenomen en het CCKL-controlebezoek (najaar 2015) is met
goed resultaat verlopen.

Om de leesbaarheid van de rapportage te vergroten, zijn enkele bijlagen toegevoegd. In Bijlage 1
treft u aan de link naar de volledige publicatielijst. Bijlage 2 geeft een overzicht van onze
bijdrage aan opleidingen in 2015. De lijst met referentielaboratoria waarmee IDS samenwerkt
staat vermeld in Bijlage 3.

De samenstelling van het managementteam van IDS vindt u in Bijlage 4
en een lijst met afkortingen en acroniemen staat in Bijlage 5.

Meer informatie over diagnostiek die binnen IDS wordt uitgevoerd
is te vinden op onze website. Scan de QR-code of gebruik de link:
www.rivm.nl/diagnostischvademecum.

Dr. Nico Meessen, arts-microbioloog
Centrumhoofd IDS-Clb
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1 Deopkomst enidentificatie van Francisella tularensis in Nederland

Auteurs: Amber Hendriks en Maaike de Vries

Betrokkenen: Maaike van den Beld, Airien Harpal, Evy Heerkens, Dieneke Hoeve,
Frans Reubsaet, Daan Notermans

Contactpersoon: Frans Reubsaet (frans.reubsaet@rivm.nl)

Achtergrond

Sinds 2011 zijn meerdere gevallen gemeld van in Nederland opgelopen tularemie. Tularemie
wordt veroorzaakt door de bacterie Francisella tularensis. De opkomst van deze ziekte is
opvallend omdat het bijna zestig jaar, tussen 1953 en 2011, niet in Nederland gediagnosticeerd
is (Maraha B., et al., Case Rep Infect Dis. 2013). Sindsdien zijn in Nederland zes humane
gevallen gerapporteerd in diverse provincies (Overijssel, Limburg, Zeeland, Groningen en
Utrecht). Daarnaast werden met F. tularensis geinfecteerde hazen gevonden in meerdere
provincies (Figuur 2.1).

F. tularensis komt voor bij zoogdieren, vooral bij haasachtigen en vogels. In modder of water
kan de bacterie ook worden gevonden. Infecties bij de mens ontstaan door inhalatie van
besmette aerosolen, na direct contact met besmette dieren of via teken en insecten. Tularemie
uit zich met een wijd spectrum aan symptomen, waaronder ulcera, ontstoken lymfeklieren,
ontstekingen aan het oog, longontsteking en sepsis.

Van F. tularensis zijn verschillende subspecies bekend: F. tularensis subspecies tularensis, F. tularensis
subspecies holarctica, F. tularensis subspecies novicida en F. tularensis subspecies mediasiatica.

De virulentie is afhankelijk van het subspecies. F. tularensis subspecies tularensis is het meest
virulent, gevolgd door F. tularensis subspecies holarctica. Het subspecies novicida is nauwelijks
virulent. Over de virulentie van F. tularensis subspecies mediasiatica is minder bekend, maar is
waarschijnlijk vergelijkbaar met het subspecies holarctica. Het micro-organisme F. tularensis
behoort tot de potentiéle bioterroristische agentia.

Identificatie van Francisella tularensis

Werken met kweken van F. tularensis subspecies tularensis mag alleen in een biosafety level 3
(BSL-3) laboratorium. Dit vanwege de hoge virulentie van het dit micro-organisme, in
combinatie met de lage infectiedosis. Voor het werken met de andere F. tularensis subspecies is
een BSL-2 laboratorium voldoende.

De laboratoriumdiagnostiek op klinische materialen bestaat onder andere uit een specifieke
PCR en serologie met behulp van een micro-agglutinatietest. In Nederland wordt de PCR op
humane monsters uitgevoerd door Clb-IDS. De serologie wordt alleen bij het Centraal
Veterinair Instituut (CVI) in Lelystad uitgevoerd.
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Identificatie van bacteriekweken wordt in de meeste klinische laboratoria gedaan met
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF
MS). De twee meest gebruikte apparaten zijn de Vitek MS en het MALDI Biotyper System.

De standaard databases hiervan bevatten geen entries van F. tularensis. De los te kopen MALDI
Biotyper Security library bevat wel F. tularensis, maar deze database is niet geschikt voor de
essentiéle identificatie op subspeciesniveau.

Identificatie op subspeciesniveau met behulp van MALDI-TOF MS

Om subspecies identificatie van F. tularensis met MALDI-TOF MS mogelijk te maken, heeft
Clb-IDS een F. tularensis-specifieke database gemaakt. Daarnaast is onderzocht of onderscheid
gemaakt kan worden met behulp van biomarkers, gevonden in de MALDI-TOF spectra.

Negentien F. tularensis stammen van verschillende subspecies zijn getest, samen met tien
stammen die genotypisch of fenotypisch verwant zijn aan F. tularensis, inclusief andere
Francisella species. Na de mierenzuurextractie zijn spectra gegenereerd. Vervolgens zijn van de
relevante Francisella (sub)species main spectra (MSPs) gemaakt waarmee de in-house database
gevormd is. Alle spectra zijn in BioNumerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgi€)
geimporteerd om te onderzoeken of bepaalde biomarkers bruikbaar zijn om de verschillende
subspecies te onderscheiden.

Resultaten

Onze in-house Francisella database is in staat F. tularensis subspecies van elkaar en andere
Francisella species te onderscheiden. Spectra die door andere laboratoria zijn gegenereerd

met het MALDI Biotyper System, kunnen per e-mail verzonden worden en met onze database
vergeleken worden om zo tot identificatie van het subspecies te komen.

Daarnaast zijn (sub)species specifieke biomarkers gevonden zodat laboratoria toch
onderscheid kunnen maken op subspeciesniveau, zonder de specifieke in-house database
(Figuur 1.2). Voorwaarde voor het gebruik van biomarkers is dat van de te identificeren stam
het genus Francisella al bevestigd is met een andere methode zoals eerder genoemde MALDI
Biotyper Security library of 165 rDNA sequentieanalyse.

Conclusie

De door Clb-IDS ontwikkelde uitbreiding van de MALDI-TOF MS databases en de toepassing
van biomarkers zorgt voor een snelle en nauwkeurige methode voor het identificeren van

F. tularensis op subspeciesniveau. Op deze manier zijn alle ziekenhuizen met een MALDI-TOF in
staat deze zeer pathogene bacterie te identificeren.
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Figuur 1.1 In Nederland opgelopen tularemiegevallen bij mensen (op waarschijnlijke
besmettingslocatie) en hazen (waar dood gevonden) in 1953 en 2011-2015.
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r 1.2 Identificatie van Francisella (sub)species met behulp van biomarkers, aangegeven in

bovenstaande spectra.
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2  Gastro-surveillance

Auteur: Max Heck
Betrokkenen: Henny Maas, Sjoerd Kuiling, Anjo Verbruggen, Ramon Noomen
Contactpersoon: Max Heck (max.heck@rivm.nl)

Achtergrond

Jaarlijks krijgt gemiddeld één op de vier Nederlanders te maken met gastro-enteritis
(buikgriep), meestal door consumptie van besmet voedsel. Het is dan ook één van de meest
voorkomende infectieziekten. Naast allerlei persoonlijk leed veroorzaakt deze ziekte ook hoge
kosten voor de maatschappij; € go miljoen (www.nationaalkompas.nl) door o.a. werkverzuim
en (medische) verzorging. Het is belangrijk om te weten waardoor gastro-enteritis veroorzaakt
wordt, hoe het voorkémen kan worden en welke groepen mensen een groot risico lopen.
Hiervoor is epidemiologisch onderzoek nodig.

Belangrijke veroorzakers van bacteriéle gastro-enteritis zijn Salmonella- en E. coli. Voor deze
bacterién heeft Nederland een surveillance-systeem. Onderdeel daarvan is de typering en
karakterisering van bovengenoemde verwekkers door Clb-IDS. Met de data krijgen we inzicht
in de verschillende typen en in de wijze waarop ze zich verspreiden. Typeren en karakteriseren
spelen een belangrijke rol bij bronopsporing.

Salmonella

Serotypering berust op het aantonen van de O- (celwand) en H- (flagellen) antigenen.
De combinatie van O- en H-antigenen leidt tot een bepaalde serovariatie. Met een
‘antigenenformule’ of een triviale naam geven we deze serovariatie weer.

In 2015 zijn +/- 2500 Salmonella-stammen getypeerd en het serotype bepaald. Ongeveer 1250
stammen waren van humane herkomst en zijn ingestuurd als onderdeel van de landelijke
surveillance. De overige stammen van niet-humane afkomst zijn getypeerd ten behoeve van
diergerelateerde projecten, de NVWA, laboratoria van voedselproducenten, enzovoort.

In 2015 zijn de stammen getypeerd met de ‘Luminex xMAP® Salmonella Serotyping Assay’
en waar nodig aangevuld met de klassieke serotypering. De ‘Luminex xXMAP® Salmonella
Serotyping Assay’ is een multiplex DNA-based assay die is gevalideerd en ingevoerd. Deze
vervangt de screening in micro-titerplaten. Het systeem heeft een kortere ‘turnaround time’
dan de klassieke methode, namelijk van twee dagen naar één dag.
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Tabel 2.1 Top-10 van de meest voorkomende Salmonella serotypen in 2015.

Enteritidis 265 21,8%
Typhimurium 230 18,9%
1,4,5,12:i:- 106 8,7%
4,12:i:- 60 4,9%
Infantis 54 4,4%
Dublin 21 1,7%
Stanley 21 1,7%
Oranienburg 20 1,6%
Paratyphi B variatie Java 20 1,6%
Derby 19 1,6%

De veel voorkomende serotypen, Enteritidis en Typhimurium, zijn verder getypeerd. Hiervoor
is de moleculaire MLVA-methode (Multi Locus Variable number of tandem repeats Analysis)
ingezet, die internationaal wordt gebruikt. De MLVA-data zijn gedeeld in de ‘Tessy database’)
van EPIS FWD (Epidemic Intelligence Information System — Food- and Waterborne Diseases
and Zoononoses). Met dit systeem houden landen elkaar op de hoogte van de verschillende
clusters van de zogenaamde ‘Molecular Typing Clusters’.

In oktober 2015 is de eerste verheffing waargenomen van een Salmonella Typhimurium met een
nog niet eerder gevonden uniek MVLA-profiel: 02-23-08-08-212. Dit is gemeld bij EPIS FWD.
Tussen 26 oktober en 10 november werden nog 43 isolaten ingestuurd van patiénten met
gastro-enteritis klachten. De typering van de isolaten liet hetzelfde unieke MLVA-profiel zien.
De patiénten kwamen uit heel Nederland (Figuur 3.1) en zijn bijna allemaal tussen 14 en 21
oktober ziek geworden. Eén persoon werd ziek op 27 oktober. Uit epidemiologisch onderzoek
bleek dat filet américain de meest waarschijnlijke oorzaak was. Uit het product werd een

S. Typhimurium geisoleerd met hetzelfde unieke MLVA-profiel als van de isolaten afkomstig uit
de patiéntmaterialen.
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Figuur 2.1 Patiénten behorende tot de uitbraak van Salmonella Typhimurium MLVA 02-23-08-
08-212 naar woonplaats.
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Op 11 november 2015 verscheen onderstaand bericht op de EPIS FWD website.

Figuur 2.2 Bericht op de EPIS FWD website van 11 november 2015.

[ | Epldemic Intslligence Information System
Extranet EPIS FWD Food- and Waterborne Diseases and Zoonoses Search this site... bl

LR TR S | Urgent Inquiries

PIS > FWD > Urgent Inqunes > Salmonella Typhimurium outbreak in the Netherlands

Urgent inquiry: Salmonella Typhimurium outbreak in the Netherlands

Epidemiological and microbioloaical information

‘The Netherlands report in total 43 confirmed cases and 1 related case of S. Typhimurium with a MLVA profile
02-23-08-08-212 that they had not been seen before. The source of infection has been traced back to a filet
americain (this is a variation of steak tartare, a patty of raw minced meat (beef), with herbs, mayonnaise and
mustard).’

Bij uitbraakonderzoek werkt CIb-IDS samen met andere centra binnen het RIVM, zoals CIb-EPI
en CIb-LCl, maar ook met instituten buiten het RIVM zoals de NVWA, microbiologische
laboratoria en GGD’en.

E. coli

In 2015 zijn +/- 1150 stammen ingestuurd voor typering en aantonen van toxines (genen).
Ongeveer 9oo van deze stammen zijn van humane herkomst en maken deel uit van de
surveillance. De overige stammen zijn van niet-humane afkomst. Deze zijn getypeerd voor
dier-gerelateerde projecten, de NVWA, en dergelijke.

Bij serotypering tonen we de O- (celwand) en H- (flagellen) antigenen aan. Voor het aantonen
van toxinegenen gebruiken we PCR. Daarnaast zetten we een specifieke O157-PCR in.

Van de stammen behoorde 8,5% tot het bekende type ‘O157 H7’; Shigatoxine producerende
Escherichia coli (STEC). Om mogelijke clusters aan te tonen en/of de bron van een uitbraak op te
sporen, maken we zogenaamde fingerprints van STEC O157-isolaten DNA-profielen. Hiervoor
gebruiken we pulsed-field gel electroforese (PFGE). (Figuur 2.3).

Figuur 2.3 PFGE gel met verschillende DNA fingerprints van STECO157.
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Ook in 2015 is er gewerkt aan een verbetering van de H-typering. Een moleculaire methode is
opgezet die een aanzienlijke verbetering in tijd oplevert. In 2016 wordt deze typering
gevalideerd en geimplementeerd.

De analyse van E. coli-stammen is een uitgebreid, gecompliceerd en soms langdurig proces.

In het afgelopen jaar is het hele proces kritisch geanalyseerd. Hierbij is nagegaan of de manier
waarop we werkten wel de juiste (=de meest efficiénte) was. Ook is gekeken of de vraag van
de opdrachtgever beantwoord werd. Beantwoorden van deze vragen werd uitgevoerd als
Lean-project door de medewerkers. Eén van hen volgde daarvoor een opleiding voor

‘Green Beltin Lean’ (Figuur 2.g).

Figuur 2.4 Lean denken. De blokjes en ruitjes stellen de ‘stappen’ in een proces voor.

Wat je denkt dat het is... Wat het echt is... Wat het zou moeten zijn...

O | -0 I—'ﬁ—

Het project leidde tot een sterke vereenvoudiging van het proces, met een aanzienlijk kortere
doorlooptijd.

Listeria

Naast Salmonella- en E. coli zijn ongeveer 65 Listeria-stammen getypeerd met PFGE.

De DNA-fingerprints zijn opgeslagen in de EPIS FWD-database.

Listeria is in 2015 aangewezen als ‘pilot-organisme’ voor het opzetten van een database met
‘next generation sequencing’ (NGS)-data. Dit in het kader van de ‘European Listeria Typing
Exercise (ELITE study)'.

Clb-IDS doet mee aan deze studie en selecteerde veertig isolaten voor sequencing.

Rondzendingen

Clb-IDS doet mee aan door ECDC georganiseerde rondzendingen voor typering van Salmonella,
E. coli en Listeria. De rondzendingen waren zowel voor de klassieke als moleculaire typering
bedoeld.

Het EURL organiseert ook rondzendingen, waaraan Clb-IDS een bijdrage levert door relevante
stammen te selecteren.
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3 RVPkiemsurveillance: pneumokokken

Auteur: Hester Bootsma
Betrokkenen: Gerlinde Pluister, Karin Elberse, Mirjam Knol
Contactpersoon: Hester Bootsma (hester.bootsma@rivm.nl)

Achtergrond

Streptococcus pneumoniae (de pneumokok) veroorzaakt wereldwijd hoge mortaliteit en
morbiditeit. Vaccinatie van kinderen met geconjugeerde vaccins die zijn gericht tegen
kapselpolysacchariden, is in 2006 opgenomen in het Nederlandse Rijkvaccinatieprogramma
(RVP). Aanvankelijk is hiervoor een vaccin gebruikt, gericht tegen zeven kapselserotypes
(PCV7). Ditis in 2011 vervangen door een 10-valent vaccin (PCV10). In 2012 is het aantal doses
pneumokokkenvaccin voor zuigelingen teruggebracht naar drie: het schema van 2-3-g-11
maanden werd vervangen door het schema van 2-4-11 maanden.

De incidentie van invasieve pneumokokkeninfecties (IPD), veroorzaakt door pneumokokken
van vaccin-serotypes is sterk gedaald bij kinderen jonger dan 5 jaar. Dit is het resultaat van
deze vaccinatie. Ook is er de zogenaamde kudde-immuniteit. Hierdoor zijn er minder IPD-
gevallen veroorzaakt door vaccin-serotypes bij niet-gevaccineerde personen. Wel zien we juist
meer IPD-gevallen die worden veroorzaakt door niet-vaccinserotypes. Dit wordt serotype
replacement genoemd. Ook kunnen er varianten ontstaan die weten te ontsnappen aan de
vaccingeinduceerde immuniteit. Dit kan bijvoorbeeld door het uitwisselen van kapselgenen.
Om de effecten van vaccinatie en de wijzigingen in vaccinsoort en vaccinatieschema in de
gaten te houden, worden pneumokokkenstammen geisoleerd uit patiénten met een IPD.
Isolaten van zowel voor als na de invoering van de vaccins onderzoekt Clb-IDS op moleculair
niveau.

Verschuivingen in genotypes binnen serotype 1 en 12F-isolaten

De genotypes van de pneumokokkenstammen die zijn geisoleerd voor (2004-2005), 2-3 jaar
na (2008-2009), en 4-6 jaar na (2010-2012) de introductie van PCV7 hebben we geanalyseerd
en vergeleken. Hierbij is de moleculaire typeringsmethode MLVA (Multiple Locus Variable
number of tandem repeat Analysis) gebruikt. We zagen statistisch significante verschuivingen
in de genotypen van zowel serotype 1- als serotype 12F-isolaten (Figuur 3.1).

Serotype 1-isolaten zijn onderverdeeld in twee MLVA-complexen. Voor vaccinatie behoorde
twee derde van de stammen tot complex MCo1-09 . Dit aantal steeg tot 90% in de beide
periodes na de introductie van PCV7. Een dergelijk beeld zien we ook bij de serotype
12F-isolaten: pre-PCV7 vonden we alleen MCi12F_28 isolaten en geen MCo6A_10, terwijl na
vaccinatie 50-67% van de stammen tot dit laatste genotype behoorden. Interessant hierbij
is ook dat we statistisch significante verschillen vonden in het klinisch beeld: 81,8% van de
MCo6A_10-isolaten werd geisoleerd uit patiénten met pneumonie, terwijl dit slechts voor
54,8% van de MC12F-28-isolaten het geval was. Hieruit blijkt dus dat naast het serotype,
ook de genetische achtergrond van een isolaat van belang is voor het klinisch verloop.
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Variaties in kapselgenen: serotype 19A

Naast variaties in genotypes, hebben we in eerder onderzoek ook variaties gevonden in de
DNA-sequentie van kapselgenen binnen de serotypes. Een voorbeeld hiervan is het niet-
vaccinserotype 19A. Hier zien we verschuivingen in de prevalentie van sommige kapselsubtypes
nadat de pneumokokkenvaccinatie in het RVP werd geimplementeerd. Dit kan erop duiden dat
bepaalde kapselsubtypes geschikter zijn om de niche van de vaccinserotypes op te vullen dan
anderen. Om dit nader te onderzoeken, bepalen we sinds 2015 de genoomsequentie (WGS)
van zowel IPD- als dragerschapsstammen met Next Generation Sequencing. Behalve de
volledige samenstelling van de kapselgenen, kunnen we met de WGS ook stamverwantschap
en/of aanwezigheid (en samenstelling) van eventueel andere ziekmakende factoren

onderzoeken. Hierbij is het ook belangrijk om te vergelijken met isolaten uit landen waar
PCV13 gegeven wordt. Dit vaccin bevat namelijk wel het serotype 19A.

Figuur 3.1 Verschuiving van MLVA-complex binnen serotypes 1 (links) en 12F (rechts).
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a4  Kinkhoest kiemsurveillance: hoe Bordetella pertussis zich blijft
aanpassen aan hetvaccin
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Betrokkenen: Kees Heuvelman, Anne Zeddeman, Han van der Heide, Corrie Schot,
Nicoline van der Maas en Frits Mooi

Contactpersoon: Marjolein van Gent (marjolein.van.gent@rivm.nl)

Achtergrond

Sinds 1996 zien we een toename van kinkhoest in Nederland. Elke drie tot vijf jaar zijn er
epidemische verheffingen van kinkhoest te zien en ook het aantal aangiften tijdens de
verheffingen neemt toe (Figuur 4.1). In 2012 zijn bijna 14.000 kinkhoestgevallen gemeld,
het hoogst aantal sinds 1996. Behalve in Nederland neemt kinkhoest ook wereldwijd toe,
voornamelijk in landen met een hoge vaccinatiegraad. Deze toename heeft een aantal
oorzaken. De twee belangrijkste: de beschermingsduur na vaccinatie neemt af en de
veroorzaker van kinkhoest, Bordetella pertussis, adapteert aan het vaccin. Vanwege de
bijwerkingen van het whole cell vaccin (WCV) is in 2005 dit vaccin vervangen door het
a-cellulaire vaccin (ACV). Deze aanpassing heeft waarschijnlijk een belangrijke rol gespeeld
bij de afname van de beschermingsduur. Dit omdat de duur van bescherming na vaccinatie
met een ACV korter is vergeleken met de beschermingsduur na vaccinatie met het WCV. Het
effect van de kortere beschermingsduur wordt versterkt door de aanpassing van B. pertussis
aan het vaccin (Mooi et al., J Pediatr (Rio J), 2015).

Figuur 4.1 Aantallen aangiften en percentage Prn-negatieve stammen.
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Kiemsurveillance kinkhoest: B. pertussis blijft zich aanpassen aan het vaccin

Sinds het begin van de jaren tachtig voert Clb-IDS de kiemsurveillance van Bordetella pertussis
uit in Nederland. Voor deze kiemsurveillance sturen medisch microbiologische laboratoria
B. pertussis-isolaten naar het RIVM. In 2015 zijn 53 B. pertussis-isolaten ingestuurd.

De kiemsurveillance bij CIb-IDS richt zich voornamelijk op twee onderdelen:

« De expressie van B. pertussis-eiwitten die onderdeel zijn van het a-cellulaire vaccin;
pertactine, pertussis toxine, filamenteus hemagglutinine en fimbriae.

« In kaart brengen van de karakteristieken van de B. pertussis-isolaten met behulp van next
generation sequencing van het hele genoom van de isolaten (vanaf 2015).

Eén van onze belangrijkste bevindingen is dat B. pertussis zich in de afgelopen zestig jaar
stapsgewijs heeft aangepast aan het vaccin. De circulerende stammen bevatten varianten van
de eiwitten van de vaccinstammen, namelijk ptxA1, ptxP3, prn2 en fim3-2. In vaccinstammen zijn
ptxAz, ptxP1, prn1 en fim3-1 aanwezig. De meest recente mutatie is de uitschakeling van een van
de componenten van het ACV, namelijk pertactine (Prn). De frequentie van deze Prn-negatieve
stammen is in Nederland nog laag te noemen maar toch is er in de afgelopen jaren een stijging
te zien. In 2015 was 18% van de B. pertussis stammen Prn-negatief terwijl in 2010 nog maar 4%
van de stammen Prn-negatief was (Figuur 4.1). De verwachting is dat dit percentage de
komende jaren nog verder zal stijgen. In landen die al eerder zijn overgestapt op het ACV is het
percentage Prn-negatieve stammen namelijk aanzienlijk hoger; in 2012 was 78% van de

B. pertussis stammen in Australié Prn-negatief. Het blijkt dat B. pertussis meerdere mechanismen
heeft om het Prn uit te schakelen. Dit betekent een groot selectief voordeel voor B. pertussis.
Naast stammen die Prn uitschakelen, zijn er in 2015 ook stammen geisoleerd die een ander
component van het ACV uitschakelen; het filamenteus hemagglutinine (FHA). Het mechanisme
dat Bordetella hierbij gebruikt is gebaseerd op mutaties in een sequentiegebied met tien
achter elkaar gelegen G’s. Bevat de sequentie tien G’s, dan wordt FHA geproduceerd, maar bij
negen of elf G’s ontstaat er een stopcodon, als gevolg van een frameshift. Hierdoor produceert
Bordetella geen FHA meer (Figuur g.2). Het percentage FHA-negatieve stammen is nog erg
laag (5% in 2015), maar mogelijk stijgt dit percentage ook in de komende jaren. Dat betekent
dat de bescherming na vaccinatie met het driecomponenten ACV, nog slechts gebaseerd is op
één component, namelijk pertussis toxine. Het is de vraag of een dergelijk vaccin voldoende
langdurige bescherming biedt.
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Figuur 4.2 Variatie in het FHA gen. Bij tien G’s (A) wordt FHA geproduceerd maar bij elf G’s (B)
of negen G’s (C) onstaat er als gevolg van een frameshift een stopcodon waardoor FHA niet
wordt geproduceerd. Dit is bevestigd met behulp van een Western Blot.
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Effect van Prn-negatieve stammen op de vaccineffectiviteit

In samenwerking met het Radboud UMC in Nijmegen is in een muismodel onderzocht of de
Prn-negatieve stammen invlioed hebben op de vaccineffectiviteit van het driecomponenten
ACV. Hiervoor zijn muizen gevaccineerd met het driecomponenten ACV. De controlegroep
bestond uit ongevaccineerde muizen. Vervolgens zijn de muizen geinfecteerd met een
Prn-producerende stam of een Prn-negatieve stam. Na een aantal dagen is de bacteriéle
load in de longen en in de neus van de muizen onderzocht. Gebleken is dat er bij de
ongevaccineerde muizen geen verschil is in de bacteriéle load tussen Prn-producerende
stammen en Prn-negatieve stammen. De Prn-negatieve stammen hebben dus geen voordeel
of nadeel in ongevaccineerde muizen. In de longen van de gevaccineerde muizen is de
bacteriéle load echter hoger na infectie met een Prn-negatieve stam. De Prn-negatieve
stammen lijken de vaccineffectiviteit van het driecomponenten ACV dus negatief te
beinvloeden.

Ook is gekeken naar de FHA-productie in de longen. Het blijkt dat de bacterie beter in staat is
FHA uit te schakelen als de muis is gevaccineerd met het driecomponenten ACV en geinfec-
teerd met een Prn-negatieve stam. Dit duidt op een mogelijke interactie tussen Prn en FHA.
Deze resultaten geven aanleiding tot de volgende onderzoeksvragen:

« Compenseert B. pertussis voor het verlies van Prn en FHA? En zo ja hoe? Met behulp van
proteomics proberen we deze vraag te beantwoorden.

« Welke andere mutaties vinden we? En hoe relevant zijn deze mutaties voor de virulentie en
overleving van B. pertussis?
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« Hoe effectief zijn de andere beschikbare acellulaire vaccins tegen Prn-negatieve stammen?
Zijn de antistoffen die het vijffcomponenten ACV opwekt bijvoorbeeld beter in staat zich te
weren tegen de Prn-negatieve stammen?

Conclusie

Uit onze studies is gebleken dat B. pertussis uitstekend in staat is zich te handhaven in een
populatie met een hoge vaccinatiegraad. De vervanging van het WCV door het ACV in 2005
heeft dan ook niet geleid tot een afname van het aantal kinkhoestaangiften. De afnemende
vaccineffectiviteit doordat vaccincomponenten worden uitgeschakeld, geeft wel reden tot
zorg. Het gevaar van aanhoudende toename van kinkhoest geldt vooral voor niet- of
onvolledig gevaccineerde zuigelingen. De Gezondheidsraad deelt deze zorg en adviseert om
maternale vaccinatie programmatisch aan te bieden. Hiermee worden jonge, nog niet
(volledig) gevaccineerde zuigelingen beter beschermd tegen kinkhoest. Maternale vaccinatie
blijktin Engeland zeer succesvol. Het belang van de kiemsurveillance wordt daarnaast
benadrukt door de voortdurende aanpassing van B. pertussis aan vaccinatie.

Publicaties en referenties
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5  Mycobacterién
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Achtergrond

Al decennia lang vervult het RIVM een grote rol op het gebied van tuberculosebestrijding
(tbc-bestrijding) in Nederland. Het gaat hier om de identificatie,
antibioticaresistentiebepalingen en epidemiologische typering van de verwekker van deze
ziekte: Mycobacterium tuberculosis.

Tuberculose neemt af in de autochtone bevolking en komt nu het meest voor in de
leeftijdscategorie boven de 65 jaar. Van eliminatie van deze ziekte is echter nog geen sprake;
de toegenomen instroom van immigranten en asielzoekers is hiervan de oorzaak. Ongeveer
driekwart van de tbc-gevallen vinden we nu in personen die buiten Nederland zijn geboren. In
2015 is in Nederland nog bij ongeveer 850 mensen tbc vastgesteld; dit was een toename van
ongeveer 4% ten opzichte van 2014. Bij ongeveer 10% van de verwekkers is een vorm van
resistentie tegen antibiotica gevonden die in sommige gevallen de behandeling ernstig kan
compliceren.

Resistentie

Net als bij veel andere infectieziekten is het bij tbc belangrijk om van de oorzakelijke verwekker
in een vroeg stadium eventuele resistentie tegen antibiotica vast te stellen. Hiermee is het
mogelijk om de behandeling zo gericht mogelijk in te stellen. Een DNA-sneltest kan daarbij
behulpzaam zijn. Hoewel dergelijke DNA-sneltesten al jaren worden gebruikt in Nederland, is
de voorspellende waarde nog niet nauwkeurig vastgesteld. In het kader van het
promotieonderzoek van Sami Simons (longarts Radboud UMC) zijn van deze testen de
positieve en negatieve voorspellende waarden berekend voor diverse relevante antibiotica (1).
De resultaten van deze studie gebruiken we in 2016 om protocollen op te stellen waarmee we
de behandeling van tbcin een vroeg stadium gericht kunnen bijstellen.

In 2015 is in samenwerking met het LUMC in Leiden (Jeroen de Keyzer, PhD student) onderzoek
verricht naar hoe antibioticaresistentie ontstaat bij M. tuberculosis. Hiervoor is een nieuwe,
geavanceerde techniek gebruikt: structurele analyse van de eiwitexpressie van M. tuberculosis.
Al eerder is veel onderzoek gedaan naar variaties in het DNA of het RNA van deze bacterién,
maar nu zijn de uiteindelijke eiwitten bepaald die tot expressie komen en die invioed hebben
op hoe deze verwekkers functioneren. In deze structurele analyse was het mogelijk om
ongeveer 2500 verschillende eiwitten te onderscheiden. Door deze eiwitten te vergelijken zijn
evolutionaire veranderingen vastgesteld bij een van de genotypen van M. tuberculosis; het
zogenaamde ‘Beijing genotype’. Er is een associatie tussen dit genotype en de wereldwijde
verspreiding van multidrug resistente tuberculose. De vastgestelde veranderingen in de
eiwittenproductie hebben de bacterién in de loop van de tijd waarschijnlijk virulenter gemaakt
en toleranter voor het eerstelijns-antibioticum rifampicine. Daarnaast hebben we nieuwe
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effluxpompen gekarakteriseerd. Deze celwandstructuren pompen stoffen zoals antibiotica uit
de bacteriecel. Hierdoor zijn ze minder gevoelig voor de werking van deze stoffen. In Figuur 5.1
is een vergelijking weergegeven van eiwitten die door M. tuberculosis zijn geproduceerd in

aan- en afwezigheid van een antibioticum (=controle).

Figuur 5.1 Vergelijking van de eiwitten die door twee Mycobacterium tuberculosis-stammen
werden geproduceerd. De groen gekleurde eiwitten verschillen ‘significant’ tussen de stam in
aanwezigheid van een antibioticum en de controle stam.
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Referentietaken

In internationaal perspectief speelt het RIVM een belangrijke rol bij de introductie,
standaardisatie en kwaliteitscontrole van DNA-typeringen van M. tuberculosis. Het doel hiervan
is om de epidemiologie van tbc te bestuderen. In opdracht van het ECDCin Stockholm zijn ook
in 2015 DNA-panels rondgestuurd aan in totaal g2 tuberculose-referentielaboratoria, zowel
binnen de Europese Unie, als wereldwijd. Hiermee is de reproduceerbaarheid van DNA-
typering in de internationale laboratoria getest. De kwaliteit van de VNTR-typering (Variable
number of tandem repeat typering) is verbeterd, zeker in de loop van de jaren. Toch zijn er
jaarlijks enkele laboratoria die deze DNA-methoden nog onvoldoende hebben afgestemd op
internationale standaarden. Sommige laboratoria ervaren technische problemen bij de
uitvoering (zie Figuur 5.2). De resultaten gebruiken we voor verdere internationale
optimalisatie en standaardisatie van de VNTR-typering. Dit verhoogt de bruikbaarheid van de
verkregen informatie.

Figuur 5.2 Interlaboratorium reproduceerbaarheid van VNTR-typering van 20 M. tuberculosis
complex DNA samples, in 19 participerende laboratoria in de Europese Unie. Bij 6 van de 19
laboratoria is de score te laag. Laboratorium 2, gemarkeerd met een *, gebruikte een
afwijkende typeermethode.

1

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
-1

1 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Inter-laboratorium
reproduceerbaarheid (%)

o

Laboratorium

Overdraagbaarheid van tbc

In 2015 is onderzoek gedaan naar de overdraagbaarheid van tbc, in samenwerking met de
Harvard Universiteit in de USA. Eerder is een methode ontwikkeld om de patiéntgerelateerde
risicofactoren voor de overdracht van tbc te onderscheiden van bacteriéle factoren. Op grond
van dit model zijn M. tuberculosis-isolaten geselecteerd. Deze hadden een verhoogde kans op
overdracht vanwege het risicoprofiel van de betreffende patiénten, maar verspreiding bleef
uit. Ter vergelijking zijn isolaten gezocht die vanwege het risicoprofiel van de patiént een kleine
kans hadden op overdracht, maar die voor meer verspreiding zorgden dan verwacht. Met
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behulp van Whole Genome Sequencing zijn de genomen van deze groepen bacterién met
elkaar vergeleken. Er zijn mutaties gevonden die geassocieerd lijken te zijn met overdraag-
baarheid. Vervolgens zijn van beide groepen bacterién antigenen geéxtraheerd om de
immunologische reactie in de vorm van cytokineproductie te bepalen. De conclusie op grond
van de inductie van cytokines is dat de bacterién die gemakkelijk verspreiden een andere
immuunrespons oproepen dan de verwekkers die moeilijker overdraagbaar zijn. Dit
immunologische werk is gedaan bij de Interne Geneeskunde van de Radboud Universiteit

in Nijmegen en wordt in 2016 gepubliceerd.

Bij CIb-1DS werken we ook aan non-tuberculeuze mycobacterién (NTM). In 2015 zijn 350
NTM-kweken naar Clb-IDS gestuurd voor identificatie en/of resistentiebepalingen. In de
afgelopen jaren zijn NTM-isolaten vooral geidentificeerd met een Reversed Line Blot-
methode. Dit werd aangevuld met DNA-sequentieanalyse van semi-geconserveerde genen,
zoals het 16S rRNA-gen. Eerder is onderzoek gedaan naar hoe bruikbaar het rpoB-gen is
voor de identificatie van NTM en deze benadering bleek bruikbaar. In 2015 zijn de diverse
benaderingen in de identificatie uitgebreider vergeleken. Hierbij bleek dat de identificatie
met DNA-sequentieanalyse volstaat. Deze methode heeft een groter onderscheidend
vermogen dan de Reversed Line Blot-methode.

Van oudsher is de gevoeligheid voor antibiotica van NTM-isolaten uitgevoerd met de 7H10
agar-dilutiemethode. Internationaal is steeds meer belangstelling voor de Sensititre-methode;
een vloeistofverdunningsmethode in microtiterplaatjes. Ook het (beperkte) aantal studies
naar het verband tussen in vitro-gevoeligheid en in vivo-effect, zijn meestal op deze methode
gebaseerd. Uit de vergelijking van beide methoden blijkt dat de mate van overeenkomst

hoog is. Aangezien de Sensititre-methode internationaal gezien beter is te standaardiseren,

is besloten om op deze methode over te stappen. Wat betreft NTM’s worden in 2016 de
werkzaamheden op het gebied van identificatie, gevoeligheidsbepaling en typering afgestemd
met de afdeling Medische Microbiologie van het Radboud UMC.

Jaarlijks ontvangt het Clb-IDS 600-700 M. tuberculosis-isolaten voor de identificatie, resistentie-
bepalingen en epidemiologische typeringen. In 2011 is bij de Radboud Universiteit een
promovenda (Anita Schiirch) gepromoveerd op het onderzoek “Whole Genome Sequencing
van Mycobacterium tuberculosis’. Dit onderzoek is bij het RIVM uitgevoerd. Inmiddels lijkt de tijd
rijp om deze techniek breder te gaan toepassen op alle ingezonden isolaten. In 2016 start
daarom een promotieonderzoek met als onderwerp de toepasbaarheid van deze nieuwe
benadering naast de bestaande diagnostiek. We verwachten dat in de toekomst een deel van
de laboratoriumdiagnostiek van tbc wordt vervangen door Whole Genome Sequencing.

Wereldwijd is tbc een van de meest dodelijke infectieziekten. In China worden nog meer dan
een miljoen nieuwe gevallen per jaar gediagnosticeerd. Ook is er sprake van een hoge
prevalentie van antibioticumresistentie. Daarom is er een overeenkomst op regeringsniveau
tussen China en Nederland, waarin is afgesproken om samen te werken op het gebied van de
bestrijding van tbc. Een delegatie vanuit Nederland bezocht in 2015 twee keer Chengdu in de
provincie Sichuan in China. Er zijn plannen uitgewerkt om Chinese promovendi gedeeltelijk in
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Nederland en gedeeltelijk in China te laten werken aan diverse onderdelen van de tbc-
bestrijding. Aan dit onderzoek werken ook het UMCG, Raboud UMC, de KNCV en LabMicta
mee.

Publicaties en referenties

Simons SO, van der Laan T, de Zwaan R, Kamst M, van Ingen J, Dekhuijzen PN, Boeree MJ and
van Soolingen D. ‘Molecular Drug Susceptibility Testing in the Netherlands: Performance of
the Mtbdrplus and Mtbdrsl Assays.’ Int J Tuberc Lung Dis 19, no. 7 (2015): 828-33.
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6 Nationale MRSA-surveillance in 2015
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Achtergrond

Sinds 1989 voert het CIb-IDS de MRSA-surveillance in Nederland uit. In 2014 vond een
grondige herziening van deze MRSA-surveillance plaats met als doel stroomlijning van de
MRSA-diagnostiek. In 2015 is deze stroomlijning verder geoptimaliseerd. De belangrijkste
aanpassingen in 2014 waren:

« Uitbreiding van Type-Ned, zowel kwantitatief als kwalitatief:
- Kwantitatief: toename aantal deelnemende microbiologische laboratoria;
- Kwalitatief: verbeteren van de functionaliteit.

« Beéindiging van de spa-typering.

Deze aanpassingen leidden tot een vermindering van de doorlooptijd. Dit betekent dat de
laboratoria die MRSA-isolaten insturen via Type-Ned, in minder dan 48 klokuren de
rapportage binnen krijgen. Een dergelijk surveillancesysteem komt zowel de openbare
gezondheid als de lokale infectiepreventie ten goede.

MRSA surveillance in 2015

In 2015 was het totaal aantal ingestuurde humane S. aureus isolaten vrijwel gelijk aan dat van
2014 (4199 vs. 3928 (tot 02-12-2015). Hiervan is 29% (n = 1167) ingestuurd door de 2¢ MML’s die
bij Type-Ned zijn aangesloten.

We onderscheiden de isolaten in twee groepen: diergerelateerde MRSA (livestock-associated
MRSA, LA-MRSA) en isolaten die niet tot die groep behoren (non-LA-MRSA, n=2932). Van meer
dan 99% van de isolaten werden het MLVA-type, de aan/afwezigheid van het mecA/C-gen en
het PVL-gen (codeert voor een virulentiefactor) bepaald. De overige isolaten konden om
diverse redenen niet getypeerd worden. Soms bleek bijvoorbeeld dat het ingestuurde isolaat
geen S. aureus was.

Van de getypeerde isolaten bleken er 107 (2,7%) een MSSA omdat er geen mec-gen aantoon-
baar was. Dit was in 2014 nog bij 5% van de isolaten het geval. Deze daling is mogelijk te
verklaren doordat een MSSA-typering alleen wordt uitgevoerd bij een gerichte transmissie-
vraag.

In de MRSA-isolaten van 2015 is MCooos (MLVA-complex 5) het meest gevonden, net als in
2014 (Figuur 6.1).

Echter, de prevalentie van MCooos daalde van 24% in 2014 tot 12% in 2015.
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Surveillance van non-LA-MRSA: verschuiving van prevalentie MLVA-complexen
De resultaten van de surveillance van niet-diergerelateerde MRSA-isolaten (non-LA-MRSA,
n = 2932) verschilden ten opzichte van 2014 (Tabel 6.1).

Tabel 6.1 MRSA surveillance 2014 vs. 2015.

non-LA-MRSA LA-MRSA (MC398)
2014 2015 2014 2015

Totaal aantal isolaten 2729 2707 1164 996
Top-3 MLVA-complexen MC5, MCS, MC5, - -
MC45 MC22, MC8

Totaal aantal MLVA-types 634 737 51 51
Top-3 MLVA-types MT1352, MT1352, MT398, MT398,

MT491, MT314, MT572, MT569,

MT314 MT4239 MT569 MT572
Aantal PVL positive isolaten 703 (26%) 825 (30%) 7 (0.6%) 12 (1.2%)
Aantal mecC-positieve isolaten 20 (0.7%) 29 (1.1%) - -
Aantal infectie-gerelateerd 668 (24%) 653 (22%) 132 (11%) 126 (13%)
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Figuur 6.1 Minimum spanning tree van alle non-LA-MRSA-isolaten uit 2015 (n = 2932). Elke
bol vertegenwoordigt isolaten met hetzelfde MLVA-type. Hoe groter de bol, hoe meer isolaten
met hetzelfde MT. De kleuren van de bollen geven de MLVA complexen weer.
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Opvallend was de stijging van isolaten behorend tot MCo022 (12%). In 2015 kwam dit
MLVA-complex het meest voor, na MCooos. MCoog5 behoorde voor het eerst sinds 2013

niet tot de top-3 MLVA-complexen. Deze plaats is nu ingenomen door MCoo08. Binnen alle
MLVA-complexen zijn 737 verschillende MLVA-types (MT’s) onderscheiden. Dit is een stijging
van 14% ten opzichte van 2014. Ook binnen de MLVA-types is een opmerkelijke verschuiving
zichtbaar. MTg239 (n = 94) behoort tot MCoo22. Dit was het op twee na meest voorkomende
MT in 2015, terwijl dit MT in 2014 59 keer werd aangetroffen. Deze toename is geheel toe te
schrijven aan een grote uitbraak met MTg239 in Zuid-Holland. In 2015 steeg het percentage
mecC-positieve isolaten licht ten opzichte van 2014, en alle mecC-positieve isolaten behoorden
tot MCog29 (Figuur 6.2A). Isolaten die het PVL-gen bevatten, zijn iets vaker gevonden. Hiervan
behoorden de meesten tot MCooo8 en MCoo30 (Figuur 6.2B). In isolaten behorend tot
MCoo080, MCo621 en isolaten met MT4239 was de prevalentie van PVL-positieven bijna 100%.
Van de non-LA-MRSA-isolaten is 22% (n = 653) gekweekt uit infectiegerelateerde materialen,
een lichte daling vergeleken met 2014.

Figuur 6.2 Minimum spanning tree van alle non-LA-MRSA-isolaten uit 2015.
A: De blauwe gekleurde bollen geven de mecC-positieve isolaten weer.
B: De violet gekleurde bollen geven de PVL-positieve isolaten weer.
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Surveillance van LA-MRSA: daling van het aantal isolaten zet door

Het aantal diergerelateerde isolaten (LA-MRSA), daalde voor het zesde opeenvolgende jaar.

In 2015 behoorden 996 (25%) isolaten tot LA-MRSA, een daling van 5% ten opzichte van 2014.
In vergelijking met LA-MRSA piekjaar 2009 is de daling zelfs 17%. Net als vorig jaar zijn 51 MT’s
onderscheiden binnen MC398. Net als in voorgaande jaren bestond de top-3 MT’s uit MT398
(n=536), MT569 (n =173) en MT572 (n = 109). Opvallend hierbij is de opmars van LA-MRSA-
isolaten behorend tot MT569; een type dat sinds 2008 jaarlijks toeneemt. Dit jaar komt dit
type voor het eerst vaker voor dan MT572. Geen enkel LA-MRSA-isolaat bevatte het mecC-gen.
Het aantal PVL-positieve M(C398-isolaten steeg van 0,6% (n = 7) tot 1,1% (n = 11) (Tabel 6.7).

In totaal is 13% (n = 126) van alle LA-MRSA gekweekt uit infectiegerelateerde materialen.

MRSA surveillance in 2016
In 2016 wordt de MRSA diagnostiek verder geoptimaliseerd. Hierbij ligt de focus op:

« De ambitie om in 2016 > 90% van alle MML’s aan te sluiten op Type-Ned MRSA.
« Next Generation Sequencing voor bijzondere gevallen. Bijvoorbeeld bij transmissie-
vraagstukken van invasieve isolaten.

Publicaties en referenties

Bosch T, Pluister GN, van Luit M, Landman F, van Santen-Verheuvel M, Schot C, Witteveen S,
van der Zwaluw K, Heck ME and Schouls LM. ‘Multiple-Locus Variable Number Tandem
Repeat Analysis Is Superior to Spa Typing and Sufficient to Characterize Mrsa for Surveillance
Purposes.’ Future Microbiol 10, no. 7 (2015): 1155-62.
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7  Surveillance van carbapenem-resistente micro-organismen in 2015
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Achtergrond

Carbapenem-resistentie bij gram-negatieve bacterién is wereldwijd in opkomst en vormt een
belangrijke bedreiging voor de volksgezondheid. Sinds 2011 kunnen medisch microbiologische
laboratoria kosteloos stammen insturen naar het RIVM in het kader van de nationale
surveillance van carbapenem-resistente micro-organismen (CRMO). Dit is conform de richtlijn
van de Nederlandse Vereniging voor Medische Microbiologie (NVMM). Naast Enterobacteriaceae
kunnen medisch microbiologische laboratoria ook de non-fermenters Pseudomonas spp. en
Acinetobacter spp. inzenden.

Clb-IDS bevestigt het bacteriespecies van ingezonden isolaten met MALDI-TOF en de
meropenem MIC middels E-test. Fenotypisch tonen we carbapenemase activiteit aan met
de in-house ontwikkelde CIM (Carbapenem Inactivatie Methode, Van der Zwaluw et al.,
Plos One 2015).

Genotypische confirmatie gebeurt met een multiplex-PCR, gericht op de vijf meest
voorkomende carbapenemasegenen: blaKPC, blaNDM, blaOXA-48like, blaVIM en blalMP.
Sinds september 2015 is deze uitgebreid met een tweede multiplex-PCR, die de genen
blaOXA-23like, blaOXA-24like en blaOXA-58like aantoont. Deze genen komen voornamelijk
voor bij Acinetobacter spp. Alle isolaten die zijn ingezonden sinds 2012, waarbij met de
CIM-test fenotypisch carbapenemase activiteit is aangetoond maar waarbij met de eerste
PCR destijds geen gen is gedetecteerd, zijn retrospectief ook getest met deze tweede PCR.

CRMO-isolaten ontvangen in 2015

In 2015 zijn ruim g9oo isolaten ingezonden door 46 laboratoria in het kader van de CRMO-
surveillance. De meerderheid van deze isolaten (56%) behoorde tot het genus Pseudomonas.
Onder de Enterobacteriaceae zijn de genera Klebsiella en Enterobacter het meest ingezonden. Van
de Enterobacteriaceae-isolaten werd bij 42% fenotypisch carbapenemase activiteit aangetoond.
Bij 90% van deze CIM-positieve isolaten is een carbapenemase-gen aangetoond, meestal
blaoxa-48like (57%). Van de Pseudomonas- isolaten was 12% CIM-positief, bij 80% hiervan is een
carbapenemase-gen aangetoond. In 91% van de gevallen betrof dit blavim. Slechts 4% van de
ingezonden isolaten behoorde tot het genus Acinetobacter. Het merendeel (88%) van deze isolaten
was carbapenemase positief. Met de introductie van de additionele PCR, steeg het aantal
Acinetobacter-isolaten waarbij een carbapenemase-gen werd aangetoond van 10 naar 86%,
voornamelijk blaoxa-48like(67%). Een overzicht van de verschillende carbapenemase-genen
die we hebben aangetoond in isolaten die zijn ingezonden vanaf 2012 is weergegeven in

Figuur 7.1. Opvallend is de afname van het aandeel VIM onder de PCR-positieve non-fermenters.
Omdat het insturen van CRMO-isolaten door de microbiologische laboratoria op vrijwillige
basis gebeurt, kunnen we niet met zekerheid zeggen wat de oorzaak is van deze afname:
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een afname van de prevalentie van dit carbapenemase-gen of een veranderd inzendpatroon.
Eris een hoge mate van overeenkomst (98%) tussen de fenotypische CIM en de PCR-resultaten.
Dit geeft aan dat de huidige PCR’s geschikt zijn om de circulerende carbapenemasegenen aan
te tonen.

CRMO-surveillance en next-generation sequencing: aantonen van resistentiegenen

We hebben van ongeveer 350 controle- en surveillance-CRMO-isolaten uit 2011-2014

(zowel E. coli als Klebsiella) de whole-genome sequentie bepaald. Hiervoor is de lllumina Next
Generation Sequencing-technologie (NGS) gebruikt. Daarnaast is een NGS-analyse-pipeline
opgezet om de beta-lactamase genen en allelen op een snelle en reproduceerbare manier te
kunnen identificeren. Het bleek bijvoorbeeld dat 13 van de 14 onderzochte blanpm-positieve
Klebsiella isolaten het NDM-o001 allel bevatten, terwijl bij E. colihet NDM-o005 allel predominant
was (8 van de 11).

WGS en typeren: whole-genome Multiple Locus Sequence Typing

Uit WGS-data is het mogelijk om de genotypische achtergrond van stammen af te leiden.

Dit is belangrijk om eventuele transmissie van carbapenem-resistente micro-organismen vast
te stellen. Een typeermethode op basis van WGS is whole-genome Multiple Locus Sequence
Typing (wgMLST). Hierbij vergelijken we > 1000 genen die aanwezig zijn in de meeste isolaten
van een bepaald species (het zogenaamde core genome). Elke unieke sequentie per gen (allel)
krijgt een volgnummer, dat voor elk isolaat een allelprofiel oplevert met > 1000 getallen. Op
basis van deze profielen is het mogelijk om een verwantschapsboom te maken. Figuur 7.2
toont een dergelijke verwantschapsboom voor 51 K. pneumoniae-isolaten. Hieruit blijkt dat
blaoxa-48like-positieve isolaten genetisch divers zijn, terwijl isolaten met een blakpc- of een
blanom-gen bij elkaar clusteren. Een zelfde beeld zien we met wgMLST van Pseudomonas-
isolaten, waarbij de isolaten die het VIM-carbapenemase produceren genetisch verwant zijn.

CRMO-surveillance in 2016
In 2016 optimaliseren we de CRMO-surveillance verder met de focus op drie hoofdpunten:

« Uitbreiding pilot Type-Ned CRMO in het eerste half jaar met drie deelnemende laboratoria
en Type-Ned CRMO openstellen voor alle reeds aan Type-Ned MRSA deelnemende
laboratoria in de tweede helft van 2016.

« Verzoek aan alle Nederlandse MML's om alle carbapenemase-vormende Enterobacteriaceae
via Type-Ned CPE naar het CIb-IDS te sturen, ook als zij zelf al bepaald hebben welk
carbapenemase-gen verantwoordelijk is voor de carbapenemase-productie.

« Voor alle ingestuurde isolaten voeren we ook WGS uit. Analyses bestaan onder andere uit
detectie en identificatie van alle beta-lactamase genen, MLST, wgMLST en SNP-analyse.
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Figuur 7.1 Verdeling van de carbapenemase-genen aangetoond met PCR voor
Enterobacteriaceae (links) en non-fermenters (rechts) gedurende de laatste vier jaar.
Data van 2015 is t/m november.
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Figuur 7.2 Een ‘Minimum Spanning Tree’ (MST) op basis van wgMLST-data die de relatie
weergeeft tussen 113 K. pneumonige-isolaten. Het wgMLST-typeerschema is samengesteld met
ATCC 700721 als reference genome, en 11 query genomes (aangegeven met groene cirkels).
De MST is gebaseerd op 1535 genen, aanwezig in alle stammen. Getallen naast de takken in
de boom geven het aantal verschillende allelen weer. Voor de duidelijkheid worden verschillen
< 50 niet getoond. De verschillende carbapenemase-genen, aanwezig in de stammen, is
aangegeven in kleurcodering.

o KPC
© OXA-048L

oNDM

e VM

e |[MP

o Reference genome o 3
O Query genomes

Publicaties en referenties

van der Zwaluw K, de Haan A, Pluister GN, Bootsma HJ, de Neeling AJ and Schouls LM.
‘The Carbapenem Inactivation Method (Cim), a Simple and Low-Cost Alternative for the
Carba Np Test to Assess Phenotypic Carbapenemase Activity in Gram-Negative Rods.
PLoS One 10, no. 3 (2015): €0123690.

CIb-IDS rapportage 2015 | g1



8 Optimalisatie eninterpretatie van de serologische diagnostiek van
de ziekte van Lyme

Auteur: Kristin Kremer

Betrokkenen: Henk Bijimer, Tamara van Gorkom, Kristin Kremer, Carla Nijhuis,
Daan Notermans, Petra Turion, Clemens Uittenbosch, Suzanne Verhoef
Contactpersoon: Kristin Kremer (kristin.kremer@rivm.nl)

De ziekte van Lyme en diagnostiek

De ziekte van Lyme wordt veroorzaakt door bacterién van de Borrelia burgdorferi-groep, en
wordt overgedragen naar de mens via de beet van een besmette teek.

Het belangrijkste hulpmiddel om de diagnose van deze ziekte te bevestigen of te ontkrachten
is serologie. Voor de diagnostiek van Lyme-borreliose (B. burgdoferi) biedt CIb-IDS
confirmatieserologie aan. Hiervoor gebruiken we een enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) en IgM- en IgG-immunoblots. Hierbij worden de antilichamen tegen de bacterie in het
bloed van de patiént aangetoond.

Bij de serologische diagnostiek van de ziekte van Lyme in Nederland doen zich de volgende
problemen voor:

« Beschikbaarheid op de markt van vele verschillende diagnostische testen. Uit de studies die
zijn uitgevoerd om de waarde van deze diagnostische testen te bepalen, kwam geen enkele
test als beste naar voren. (2, 3).

« Deinterpretatie van de serologische testresultaten is gecompliceerd. Dit komt door de
langzame kinetiek van de immuunrespons, de aspecificiteit van sommige verschijnselen, de
verscheidenheid aan klinische beelden en de lage frequentie waarin specifieke klinische
symptomen voorkomen. Voor een goede interpretatie van serologische uitslagen zijn
klinische gegevens essentieel (Ang en van Burgel, Ned. Tijdschr. Med. Microbiol. 2012).

« Met de huidige testen kan geen onderscheid gemaakt worden tussen een recente actieve
infectie en een infectie die in het verleden is doorgemaakt. Dit komt onder andere doordat
de antilichamen levenslang aanwezig kunnen blijven. De sero-prevalentie van de ziekte van
Lyme in Nederland is 3-8% onder de reguliere bevolking en loopt op tot 15% onder
risicogroepen, waarvan het merendeel (97%) geen ziekteverschijnselen heeft (NohImans et al.,
Ned Tijdschr Geneeskd. 1991 en Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 1994; Ang et al., Ned Tijdschr Med Microbiol
2012; Brunner en Sigal J Clin Microbiol 2007).

« Ook kunnen serologische testen ‘fout-positief’ zijn door kruisreactie met antistoffen gericht
tegen andere infectieziektes.

Vanwege de aspecifieke symptomen van de ziekte van Lyme en de hoge sero-prevalentie,
wordt de diagnose vaak overwogen door behandelaars en patiénten. Door de hoge sero-
prevalentie is er echter niet altijd sprake van een actieve infectie als er antistoffen worden
aangetoond, maar ook vaak van een vroeger doorgemaakte infectie. Toch wordt de patiént
daar dan voor behandeld en is dit vaak onnodig. Er is daarom grote behoefte aan een
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diagnostische test die onderscheid kan maken tussen een actieve en een in het verleden
doorgemaakte ziekte.

Het Consensusberaad Laboratoriumdiagnostiek Lyme

Het Consensusberaad beoogt de laboratoriumdiagnostiek voor de ziekte van Lyme in
Nederland te optimaliseren. Eén van de doelstellingen is consensus te bereiken tussen de
microbiologische laboratoria over de laboratoriumdiagnostiek. Het Clb-IDS coérdineert dit
Consensusberaad.

Er zijn in Nederland vele verschillende testen op de markt. Onder andere verschillende
ELISA’'s en immunoblots, die in wisselende combinaties worden gebruikt. De deelnemers
aan het Consensusberaad vergeleken serologische testen op sensitiviteit, specificiteit en
interlaboratorium variatie. Hieruit bleek dat geen van de testen aantoonbaar beter was ten
opzichte van de anderen. De resultaten zijn gepubliceerd in zowel een nationaal als een
internationaal tijdschrift (1, Ned Tijdschr Med Microbiol 2012;3).

Daarnaast heeft het Consensusberaad op verzoek van de European Center for Disease Control
(ECDQ) een systematische review van de literatuur uitgevoerd op het gebied van Lyme-
laboratoriumdiagnostiek. De review is uitgevoerd volgens de Cochrane-methodologie. Uit
publicaties van goed uitgevoerd onderzoek was het niet mogelijk een conclusie te trekken of
bepaalde testen (veel) beter zijn. Uit de review blijkt dat de sensitiviteit en de specificiteit van
de serologische diagnostiek van de ziekte van Lyme > 80% is bij patiénten met specifieke
ziektebeelden. Bij patiénten met aspecifieke klachten scoort de serologie echter veel minder
goed. De review is vooral gebaseerd op case-control studies en constateert dat er gebrek is
aan cross-sectionele studies. Daarnaast ontbreekt een gouden standaardtest en zijn de testen
vaak geévalueerd aan de hand van onduidelijke, niet gestandaardiseerde, klinische diagnoses.
De conclusie van de review was dat er meer duidelijkheid moet komen over de performance
van de testen in de klinische setting.

‘Droge’ rondzending en symposium voor Lyme-diagnostiekinterpretatie

In het Consensusberaad is gediscussieerd over de vraag in hoeverre de laboratoria de
serologische testen hetzelfde interpreteren. Ook was de vraag of eventuele verschillen in
interpretatie tussen laboratoria mogelijk verwarring bij de aanvrager en/of bij de patiént kon
geven. Om deze vragen te beantwoorden, heeft het CIb-IDS in 2015 een ‘droge’ rondzending
(enquéte) georganiseerd. Voor deze rondzending brachten collegae Afke Brandenburg (Izore,
Leeuwarden) en Alje van Dam (Onze Lieve Vrouwe Gasthuis, Amsterdam) twintig casussen
van Lyme-diagnostiek in met de bijbehorende ziektegeschiedenis en bekende afloop. Een
online enquéte werd naar alle Nederlandse medisch-microbiologische laboratoria gestuurd.
De enquéte bestond uit een beschrijving van elke casus met bijbehorende resultaten van de
serologische diagnostiek. Voor elke casus is gevraagd naar de waarschijnlijkheid van de
diagnose ‘actuele Lymeziekte’ (multiple choice vraag) en naar de interpretatie alsof het hun
eigen reguliere patiéntendiagnostiek betrof.
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De respons op de enquéte was goed; 4o (75%) van de 53 aangeschreven laboratoria vulden de
enquéte in. Het overgrote deel van de laboratoria (35 tot 4o van de go) was het eens met de
experts over de mate van waarschijnlijkheid waarmee de diagnose actuele Lymeziekte gesteld
kon worden voor 12 van de 20 casussen. Deze casussen betroffen vrijwel allemaal:

« aanvragen voor neuroborreliose/vroeg systemische infecties;
« aanvragen voor late/chronische Lyme en/of afwezigheid van specifieke klachten/verzoek
voor uitsluiten van Lyme.

Voor acht casussen waren minder laboratoria (24 tot 30 van de 40) het eens met de experts.
In deze acht casussen ging het vooral om patiénten met een erythrema migrans (EM) of
acrodermatitis chronica atrophicans (ACA). Maximaal ongeveer 10% van de interpretaties zijn
door de laboratoria als ‘niet-conform de beoogde interpretatie’ beoordeeld.

Tijdens een symposium op het RIVM op 10 december 2015 zijn de resultaten van de enquéte
gepresenteerd en alle casussen besproken. Op het symposium waren ruim zestig personen
aanwezig, vooral artsen-microbioloog.

Klinische evaluatie van de ELISpot-test

De T-cel-gemedieerde cellulaire immuunrespons heeft een centrale rol in de immuunrespons
tegen Borrelia-species en de klaring van de infectie. Na klaring van de infectie verdwijnen de
geactiveerde T-cellen uit het bloed. Geactiveerde T-cellen kunnen met behulp van een
interferon gamma release assay (IGRA) gemeten worden. In theorie is het dus mogelijk om
met een IGRA-assay een actieve infectie te onderscheiden van een al doorgemaakte infectie.
Er zijn al verschillende onderzoeken gedaan waarbij een op IGRA gebaseerde techniek is
gebruikt, de zogenaamde de Enzyme-Linked ImmunoSpot (ELISpot)-test (ERerfelt et al. Clin Exp
Immunol. 1999). De klinische validatie van deze test voor de ziekte van Lyme is tot nu toe nog
niet goed uitgevoerd.

Voor het uitvoeren van de klinische validatie werkt het CIb-IDS samen met het Diakonessenhuis
in Utrecht (Steven Thijssen). Het Diakonessenhuis heeft sinds 2011 een goed gedefinieerde
studiepopulatie opgebouwd. Ook is daar een nieuwe ELISpot-test ontwikkeld voor het
aantonen van Borrelia-specifieke T-cellen.

Voor de evaluatie van de test zijn de volgende patiénten en controles geincludeerd:

- Seronegatieve gezonde vrijwilligers

- Seropositieve gezonde vrijwilligers
Behandelde neuroborreliose-patiénten
- Actieve neuroborreliose-patiénten
Behandelde Lyme artritis patiénten
Actieve Lyme artritis patiénten

Van patiénten en vrijwilligers (controles) is bloed afgenomen. Dit is gebruikt om antistoffen
aan te tonen met de standaard serologische testen (C6-ELISA en immunoblot) en voor
onderzoek met de nieuwe ELISpot-test. Ook hebben alle deelnemers twee vragenlijsten

44 | Clb-IDS rapportage 2015



ingevuld: een Lyme-specifieke vragenlijst om te achterhalen of ze ooit gebeten zijn door een
teek, de ziekte van Lyme hebben doorgemaakt (en/of een behandeling daarvoor hebben
gehad) en of ze op het moment van inclusie in de studie Lyme-specifieke klachten hadden.
De tweede vragenlijst is de zogenaamde RAND-36 vragenlijst. Deze algemene gezondheids-
vragenlijst brengt verschillende aspecten van de gezondheid (mentaal en fysiek) in kaart.
Uit een eerste analyse bleek dat behandelde neuroborreliose-patiénten met klachten vaker
een Borrelia-specifieke T-cel immuunrespons hadden (g).

Voor een betrouwbare analyse van de studieresultaten was het aantal geincludeerde
seropositieve gezonde vrijwilligers onvoldoende. Daarom hebben we in het najaar van 2015
een oproep gedaan onder gezonde RIVM’ers met een verhoogde kans op een tekenbeet.
Voorwaarde was dat ze geen klachten mochten hebben en regelmatig in bossen, duinen
en/of tuinen verkeren. In totaal gaven 111 personen gehoor aan de oproep en vulden de twee
vragenlijsten in. Hiervan zijn 16 personen geéxcludeerd omdat uit de vragenlijsten bleek dat ze
niet klachtenvrij waren. Van de overige 95 is bloed afgenomen voor een C6-ELISA en (als deze
dubieus of positief was) een immunoblot-analyse; negen (9%) RIVM’ers hadden een positieve
serologie en zijn opgeroepen voor een vervolg-bloedafname voor ELISpot-analyse. De
sero-prevalentie onder deze groep vrijwilligers ligt, zoals verwacht, hoger dan de landelijke
sero-prevalentie. De verklaring hiervoor is de hogere ‘blootstelling aan de natuur’. Hierdoor is
er een grotere kans op een tekenbeet en dus ook op antistoffen tegen de Borrelia-bacterie.

Figuur 8.1 De onderzoekster van de ELISpot-studie, Tamara van Gorkom, neemt bloed af bij
een vrijwilliger van Clb-IDS.
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9 Parasitologie: voedseloverdraagbare parasieten en
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Achtergrond

Het CIb-IDS heeft zich in 2015 op parasitologisch gebied meer toegespitst op voedsel-
overdraagbare parasitaire infecties en emerging zodnosen. Dit valt binnen het takenpakket
van het Clb.

Zowel op internationaal (WHO en ECDC) als op nationaal niveau staan voedseloverdraagbare
infecties in de belangstelling. Voor voedseloverdraagbare parasieten werken parasitologen van
het CIb-IDS en Clb-Z&0 samen aan een aantal parasieten. De belangrijkste onderwerpen zijn
daarbij Toxoplasma gondii, Echinococcus granulosus en Echinococcus multilocularis, Cryptosporidium en
Giardia lamblia.

Cryptosporidium

De Clb-1DS werkt daarnaast met Clb-EPI samen aan de CRYPTO-studie. Dit is een drie jaar
lopend onderzoek naar de transmissieroutes en risicofactoren voor sporadische gevallen

van cryptosporidiose in Nederland. Hierbij werken we samen met zeventien medisch
microbiologische laboratoria in Nederland. De studie is gestart in april 2013 en loopt tot 2016.
Deze laboratoria stuurden gedurende 2,5 jaar patiéntenmonsters in (stand december 2015;
Figuur 9.1). Ongeveer 790 patiénten vulden ook de vragenlijst in (respons 44%). Sinds augustus
2015 is er sprake van een sterke toename van het aantal Cryptosporidium-gevallen. Bij infecties
met Cryptosporidium zien we een seizoenseffect: aan het einde van de zomer neemt het aantal
gevallen toe. De nazomerpiek valt dit jaar echter veel hoger uit dan in de twee voorgaande
jaren.

Met behulp van moleculaire typering kunnen we onderscheid maken tussen C. hominis en

C. parvum. Er is sprake van een omslag van voornamelijk C. parvum in 2013 en 2014 naar een
meerderheid C. hominis in de nazomer van 2015. In augustus/september 2015 meldden
verschillende laboratoria een sterke toename van het aantal Cryptosporidium-positieve
monsters. Dit signaal is opgenomen in het verslag van het signaleringsoverleg (d.d.

10 september en 22 oktober). Ook de resultaten van de CRYPTO-studie zijn gemeld. Opvallend
was de gelijktijdige toename van het aantal Cryptosporidium-gevallen in Groot-Brittannié.
Tijdens de bijeenkomst van de WAMM/werkgroep klinische parasitologie op 15 september,
zijn de voorlopige resultaten van de CRYPTO-studie en de recente ontwikkelingen op het
gebied van Cryptosporidium kort toegelicht.

In september 2015 vroeg het ECDC (EPIS) om informatie vanwege een mogelijke uitbraak in

Spanje en een sterke toename van C. parvum sinds november 2015 in Engeland en Wales.
Mede dankzij de CRYPTO-studie was het mogelijk om deze vragen snel te beantwoorden.
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Figuur 9.1 CRYPTO studie: Aantal gevallen per week (datum van sample afname) per
laboratorium, o.b.v. IDS-database (n=1569).
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Figuur 9.2 Aantal gevallen per week (datum van sample afname) per species, o.b.v.
IDS-database (n=1588).
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Van C. hominis is bekend dat deze alleen in mensen voorkomt. Dit in tegenstelling tot C. parvum.
De verspreiding en de bijbehorende symptomen van C. hominis is waarschijnlijk anders dan bij
C. parvum. Wij hopen dat we met de vragenlijsten meer inzicht krijgen in die verschillen.
Misschien kunnen we hiermee verklaren waarom C. hominis in het ene jaar domineert en in het
andere jaar volstrekt niet.

Naast Cryptosporidium volgt het Clb-1DS ook de trends in aantallen voedseloverdraagbare
parasitaire infecties. Aan de hand van de aanvragen voor diagnostiek van voedseloverdraagbare
parasitaire verwekkers en informatie-uitwisseling met collega’s, schetst het CIb-1DS een beeld
van de landelijke trends. Hieronder lichten we er een aantal uit.

Taenia solium cysticercosis

In 2013 maakte een groep internationale experts een ranking van voedseloverdraagbare
parasieten. Dit deden zij in opdracht van de FAO/WHO. De experts beschouwden Taenia solium
wereldwijd als de belangrijkste parasiet. In Nederland verrichten slechts twee laboratoria de
diagnostiek, namelijk het AMC en het CIb-IDS. Een probleem bij de diagnostiek van deze
parasiet is dat er weinig kwalitatief goede commerciéle testkits beschikbaar zijn. Het is de
bedoeling om in 2016 een internationaal ringonderzoek te organiseren binnen COST-action
Cystinet. Ook CIb-IDS speelt daar een rol in. Het aantal positieve patiénten in Nederland is zeer
klein en het gaat altijd om importgevallen. Het valt op dat een aantal hiervan uit Kaapverdié
komen. Tot nu toe is er bij deze patiénten geen volwassen lintworm gevonden, maar deze
lintwormen produceren infectieuze eieren. Lintwormdragers zijn daarmee een risico voor hun
omgeving. Om een goed onderscheid te kunnen maken tussen verschillende lintwormsoorten
heeft CIb-IDS een nieuwe detectie- en typeermethode opgezet en gevalideerd. De publicatie
hierover is in 2015 afgerond en geaccepteerd door Experimnetal parasitology (Roelfesma j,
Nozari N et al.).

Echinococcus granulosus

leder jaar rapporteert CIb-IDS aan het ECDC (Tessy) en aan de OIE (veterinair) hoeveel
Echinococcus-infecties er zijn geweest in Nederland bij mens en dier. Deze rapportage wordt
ook opgenomen in de Staat van Zodnosen. Alleen nieuwe patiénten worden daarin vermeld,
omdat echinococcose meestal een chronische aandoening is. Jaarlijks worden daarom veel
meer patiénten getest. Deze zijn vaak positief bevonden in de serologie en/of PCR. De
diagnose wordt altijd bevestigd door beeldvorming, maar dit onttrekt zich aan het zicht van
het CIb. In de rapportage bundelen we de gegevens die we van het AMC Amsterdam, UMC
Leiden en Erasmus/Havenziekenhuis Rotterdam verkrijgen. Samen met het RIVM zijn zij de
enige laboratoria in Nederland die serologie voor E. granulosus aanbieden.
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Figuur 9.3 Aantal nieuwe patiénten met echinococcose in Nederland naar geslacht.
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Leishmania

Leishmaniasis is een emerging zodnose die wordt overgebracht door een bepaalde
muggensoort. Er zijn vele verschillende soorten Leishmania (sub)species die verschillende
ziektebeelden veroorzaken. In Europa speelt vooral Leishmania infantum/donovani een rol.

Deze veroorzaakt viscerale leishmaniasis, waarbij interne organen en het beenmerg worden
aangetast. De symptomen kunnen lijken op bijvoorbeeld een Hodgkin lymfoom of leukemie.
Onbehandeld leidt viscerale leishmania vaak tot de dood. De laatste decennia blijken zowel de
parasiet als de mug op te rukken van het zuiden van Europa naar het noorden. In Nederland is
deze mug nog niet aangetoond, maar het aantal patiénten neemt wel duidelijk toe. Ook het
aantal importziekten uit onder andere Latijns-Amerika en Noord-Afrika neemt toe. Het gaat
hier dan vaak om een cutane of muco-cutane vorm.

Moleculaire typering door diverse laboratoria levert niet altijd dezelfde naamgeving op voor de
diverse Leishmania-soorten. Naar moleculaire typering is een studie verricht. Deze is uitgevoerd
door de ESCMID studygroup for Clinical parasitology (ESGCP) samen met de internationale
werkgroep Leishman. CIb-1DS heeft hier ook aan deelgenomen. Daarbij zijn twintig goed
gedefinieerde Leishmania-stammen naar zestien Europese laboratoria gestuurd. Deze studie is
uitgevoerd in 2015 en de resultaten zijn verwerkt en opgeschreven in een artikel (Van der Auwera
G et al., submitted Eurosurveillance).

Clb-1DS beschikt over zowel serologie als moleculaire detectie en typering voor de diagnostiek
van leishmaniasis. De serologie is vooral geschikt om patiénten met viscerale leishmania op te
sporen. In 2015 is naast de Directe Agglutinatie Test (DAT LeishKit) een tweede methode
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gevalideerd en geimplementeerd: de RK3g kit. Deze twee methoden verschillen iets in
sensitiviteit en specificiteit. Door de methoden te combineren, kunnen we beter inschatten
wat de kans is op een actieve infectie. Voor de moleculaire detectie zijn biopten van huid,
beenmerg of lymfklieren nodig. In Figuur 9.4 staat het percentage positieve resultaten per
methode weergegeven. Clb-IDS ontvangt jaarlijks 180-210 aanvragen voor leishmania-
diagnostiek (serologie en PCR samen).

Figuur 9.4 Percentage positieve bepalingen in Leishmania-serologie (DAT) en moleculaire
detectie (PCR) door Clb-IDS 2006-2015.
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Entamoeba histolytica

Ook Entamoeba histolytica ofwel amoeben hoort/horen tot de voedseloverdraagbare parasitaire
infecties. Deze darmparasiet kan zich beperken tot een infectie van de darm. Soms kan er ook
een invasieve infectie ontstaan met leverabces en/of amoebomen. Het aantal naar CIb-1DS
ingestuurde sera is beperkt en neemt iets af. Opvallend is het percentage positieve monsters
(> 20%). CIb-IDS gebruikt voor de diagnostiek een in-house ontwikkelde ELISA-test. In 2015
was nieuw antigeen nodig. Hiervoor is het nodig de amoebe te kweken. Dit is arbeidsintensief
werk en stelt hoge eisen aan medium en vaardigheden van de analist. De amoeben waren
afkomstig van het laboratorium van prof. Graham Clarke in Londen. Gelukkig sloeg de kweek
goed aan en werd antigeen geproduceerd. Het antigeen is opnieuw gevalideerd en in gebruik
genomen.
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Figuur 9.5 Aantal ingestuurde sera en aantal positieven in de E. histolytica ELISA 2010-2015
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10 SARAH-studiein 2015
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Achtergrond

SARAH is het acroniem voor Surveillance of Antibiotic ResistAnce in Nursing Homes.
Antibioticaresistentie is in de gezondheidszorg een van de problemen waar we de komende
jaren steeds meer mee te maken krijgen. Hoewel de situatie in Nederland nog gunstig is in
vergelijking tot veel andere landen, zien we ook hier een toename van resistentie in de tijd.
Het gebruik van antibiotica is één van de belangrijkste, zo niet de belangrijkste risicofactor
voor antibioticaresistentie. Antibiotica worden niet alleen in ziekenhuizen gebruikt, maar ook
in andere zorginstellingen zoals verpleeghuizen. In ziekenhuizen zijn veel gegevens bekend
over antibioticagebruik en antibioticaresistentie. Dit in tegenstelling tot de situatie in
verpleeghuizen. Dit was de reden om de SARAH-studie te starten.

De SARAH-studie heeft als doel om in kaart te brengen hoe vaak antibioticaresistente
micro-organismen voorkomen en wat de risicofactoren zijn bij bewoners van verpleeghuizen
in Nederland.

Opzet van de studie

Verpleeghuizen met meer dan vijftig bewoners zijn benaderd voor deelname. Van de bewoners
is een neuswat en een urinemonster afgenomen en naar het Clb-1DS gestuurd voor micro-
biologische analyse. De neuswatten zijn onderzocht op aanwezigheid van Staphylococcus aureus,
de urinemonsters op Escherichia coli. Behalve naar de gevoeligheid voor verschillende gangbare
antibiotica is specifiek gekeken naar methicilline-resistentie bij S. aureus en ESBL-productie bij
E. coli. De apotheker van het verpleeghuis leverde de gegevens voor antibioticagebruik vanaf
één jaar voorafgaand aan de monstername. Het management van het verpleeghuis leverde de
gegevens over algemene kenmerken van het huis.

Alleen de microbiologische data zijn hier gepresenteerd. Relaties met gebruiksgegevens en/of
kenmerken van het huis volgen binnenkort.

Resultaten

In totaal zijn 4763 neuswatten en 5359 urinemonsters geanalyseerd. S. aureus is gekweekt uit
1269 neuswatten. In dertien gevallen was er sprake van een MRSA. Dus 1% van de S. aureus-
dragers was MRSA-positief. Berekend op het totaal aantal onderzochte bewoners is dat 0,3%.
E. coli is gekweekt uit 2934 urinemonsters (55%). De antibioticaresistentie tegen de geteste
antibiotica is weergegeven in Tabel 10.1. De resistentie tegen de verschillende middelen
varieerde van 1% (nitrofurantoine) tot 45% tegen amoxicilline. Van de 2934 E. coli’s
produceerden er 123 (4,2%) een ESBL.
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Tabel 10.1 Percentage Antibioticaresistentie in E. coli per antibioticum.

Antibioticum %resistente E. coli

Doxycycline 25 (22-27)
Amoxicilline 45 (42-47)
Amoxicilline-clavulanaat 25 (23-28)
Trimethoprim 25 (23-27)
Co-trimoxazol 22 (20-24)
ciprofloxacin 20 (18-23)
norfloxacin 25 (22-27)
nitrofurantoin 1(0.6-1.6)

Conclusie en discussie

Het lijkt erop dat het meevalt hoe vaak MRSA in verpleeghuizen voorkomt. Ook in eerdere
studies in verpleeghuizen is een vergelijkbaar laag percentage gevonden.

Het percentage ESBL-producerende E. coli is lager dan het percentage dat we vinden bij
bewoners buiten een zorginstelling. Mogelijk is dat toe te schrijven aan het verschil in
materiaal (urine versus feces/anaalwat) en in methode (wel/geen aanrijking).

De resistentiepercentages van de geisoleerde E. coli was voor alle geteste antibiotica relatief
hoog, tot 45% voor amoxycilline. Op basis van onze gegevens is alleen nitrofurantoine een
effectief middel in de empirische therapie voor de behandeling van een urineweginfectie.
Dit omdat slechts 1% van de E. coli’s resistent is tegen dit middel.

Een methode om het antibioticaresistentieprobleem in verpleeghuizen te beheersen is
reductie van het antibioticagebruik. Een Antibiotica Stewardship-programma kan daarbij
behulpzaam zijn.

Aan de SARAH-studie namen ruim 5000 bewoners van verpleeghuizen verspreid over
Nederland deel. Dit is de eerste studie waarin dergelijke aantallen in Nederland zijn onderzocht
op het voorkomen van antibioticaresistente S. aureus en E. coli.
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11 Bijzondere virologische diagnostiek: zodnosen en zeldzame infecties

Auteur: Johan Reimerink

Betrokkenen: Ngoc Hoa Chung, Jeffrey van Vliet, Marieke Hoogerwerf, Najima Lamkaraf,
llse Zutt, Harry Vennema, Bas van der Veer, Anne-Marie van den Brandt, Jeroen Cremer,
Sharon van den Brink, Daan Notermans, Titia Kortbeek, Barry Rockx

Contactpersoon: Johan Reimerink (johan.reimerink@rivm.nl)

Achtergrond

Clb-IDS voert microbiologisch onderzoek uit voor zeldzame infectieziekten waarvoor in
Nederlandse medisch microbiologische laboratoria geen, of onvoldoende diagnostische
bepalingen voorhanden zijn. Daarnaast is het belangrijk om een landelijk dekkend
diagnostisch netwerk beschikbaar te hebben voor pathogenen die van belang zijn voor de
volksgezondheid in Nederland. Dit is ook van belang om voorbereid te zijn op nieuwe
infectieuze bedreigingen. De virale diagnostiek die de afdeling Virale zeldzame en emerging
infecties en respons (EID) van Clb-IDS uitvoert, is hiervan een voorbeeld. De bepalingen die
EID uitvoert zijn beschreven in het diagnostisch vademecum infectieziekten.

Het totaal aantal aanvragen voor EID daalde van 3549 in 2014 naar 2121 aanvragen in 2015
(Figuur 11.1). Deze daling wordt voornamelijk veroorzaakt door het uitdoven van de
chikungunyavirusuitbraak in het Caribisch gebied.

Figuur 11.1 Trends in aanvragen diagnostiek.
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Arbovirussen

Sinds de introductie van een multiplex immuun fluorescentie assay (IFA) is het aantal aanvragen
vanuit Nederlandse centra toegenomen. Met deze assay tonen we antistoffen aan tegen drie
verschillende mug-overdraagbare arbovirussen, namelijk denguevirus, chikungunyavirus en
Japanse encefalitisvirus. De toename in aanvragen heeft mede te maken met de uitbraak

van chikungunyavirus in het Caribisch gebied, waar veel Nederlanders op vakantie of op
familiebezoek gaan. Het percentage positieve patiénten voor chikungunyavirus in de
Caribische populatie is 41%, maar is ook hoog in de Nederlandse populatie, namelijk 14%.
Het percentage positieve patiénten voor denguevirus in de Nederlandse populatie is 7%.

Dit geeft aan dat bij reizigers met koorts uit tropische gebieden het de voorkeur heeft om op
verschillende virussen te testen. De multiplex IFA heeft daarbij een duidelijke meerwaarde.
Het percentage positieve patiénten voor denguevirus blijkt in 2015 wederom laag, evenals in
2014 (7% t.o.v. 5%). Een mogelijke verklaring hiervoor is een verandering in het inzendgedrag,
waardoor sera eerder in de acute fase worden afgenomen en de serologie nog negatief is. Een
half jaar lang zijn daarom sera ook getest met de NS1-antigeen sneltest. Hieruit zijn geen extra
positieven gevonden en dit geeft aan dat het inzendgedrag niet is veranderd. Daarnaast heeft
invoering van de NS1-test geen meerwaarde bij onze ingezonden patiéntenpopulatie.

Hantavirus

Aanvragen voor Hantavirusdiagnostiek zijn het afgelopen jaar opnieuw afgenomen. Dit aantal
liep terug van 123 in 2014 naar 113 in 2015. Er zijn nog geen aanwijzingen gevonden voor
humane gevallen van Seoulvirus in Nederland.

Hepatitis E

Hepatitis E-diagnostiek wordt door steeds meer medische centra uitgevoerd.

Daarom hebben we besloten vanaf september 2015 de serologische diagnostiek voor hepatitis
E niet meer aan te bieden. Dit heeft geleid tot een afname in aanvragen voor serologische
diagnostiek. De behoefte aan hepatitis E-PCR-aanvragen is afgelopen jaar toegenomen.

We ontvingen dit jaar 288 aanvragen, terwijl in 2014 het aantal aanvragen 205 was. Hepatitis
E-diagnostiek met PCR en typering ten behoeve van kiemsurveillance blijven we uitvoeren.
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Tabel 11.1 Trend in aangevraagde bijzondere virologische diagnostiek.

Dengue virus 246 346 337 264 276

West Nile virus 21 23 38 37 24 19 26
Tick-Born Encephalitis 18 24 26 36 32 22 23
Chikungunya virus 6 25 24 19 26

Arbovirus mosaic (DENV; CHIKV; JEV) 545 675
Totaal Arbovirussen (zonder cariben) 292 418 425 355 358 586 724
Chikungunya virus Caribisch gebied 1372 504
Totaal Arbovirussen 292 418 425 355 358 1958 1228
Hantaan virus 117 94 135 170 89

Puumala virus 119 96 137 168 92

Hantavirus 123 113
Totaal Hantavirus 236 190 272 338 181 123 113
Hepatitis E ELISA 291 379 482 618 859 810 366
Hepatitis E IB 62 78 79 75 113 161 108
Hepatitis E PCR 104 123 134 145 168 205 288
Totaal Hepatitis E 457 580 695 838 1140 1176 762
Parapoxvirus PCR 5 23 11 18 20 8 10
Parapoxvirus typering 1 8 5 2 8 1 2
Herpesvirus PCR 3 1 1 2

Herpesvirus typering 1 1

Varicellavirus PCR 3 1

Orthopoxvirus crmB gen PCR 1

Orthopoxvirus RDRP gen PCR 5 4 1

Orthopoxvirus typering 1

Totaal Blaasjes diagnostiek 13 37 18 27 31 9 12
Totaal MERS-CoV serologie 283 6
Totaal aanvragen 998 1225 1410 1558 1710 3549 2121
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Uitgelicht: chikungunyavirus (CHIKV)-uitbraak en dreiging zikavirus in het Caribisch gebied
Tijdens de grote uitbraak van chikungunyavirus van eind 2013 t/m begin 2015 is gebruik
gemaakt van een diagnostisch algoritme. Dit is opgesteld aan de hand van historische data
voor viruskinetiek. Het uitgangspunt van het gebruikte algoritme (Figuur 11.2) is dat de
viremische fase tijdens een infectie met CHIKV vijf dagen duurt. Hierna wordt de PCR negatief
en zijn vervolgens antistoffen aantoonbaar in het serum. We hebben aan de hand van de
ingezonden sera tijdens de CHIKV-uitbraak in het Nederlands Caribisch gebied de kinetiek van
viremie en antilichaamresponsen bepaald. Dit om vast te stellen of het gebruikte algoritme
ook voor CHIKV-infectie van toepassing was en of we mogelijk patiénten gemist hebben
tijdens de uitbraak. Belangrijk is dat de eerste ziektedag en afnamedatum van het serum
bekend zijn. Voor de huidige uitbraak was dit helaas maar voor een beperkt aantal monsters
bekend. Alle serummonsters van dag 1 t/m dag 8 na ontstaan van klinische verschijnselen zijn
getest in zowel de real-time PCR als de serologie. Vervolgens zijn de positieve sera
uitgetitreerd voor IgG- en IgM-antistoffen.

In Figuur 11.3 is de kinetiek weergegeven die we vonden tijdens de uitbraak van chikungunya-
virus in 2014 t/m begin 2015. Hieruit blijkt inderdaad dat de viremische fase maar van korte
duur is (dag 1-4). Vanaf dag 5 is de IgM-respons in alle gevallen positief, gevolgd door een
IgG-respons vanaf dag 7 na ontstaan van klachten. Verder blijkt dat het aangeven van de
eerste ziektedag en de afnamedag tot een besparing van het aantal bepalingen leidt. Ook is
het gekozen algoritme ook voor CHIKV van toepassing en hebben we geen patiénten gemist.

Figuur 11.2 Gebruikt diagnostisch algoritme tijdens de uitbraak van chikungunyavirus in het
Caribisch gebied.
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Figuur 11.3 Kinetiek na een infectie met chikungunyavirus.

-o- 1gG
- |gM
-+ Ct

=
1 2 3 q 5 6 7 8

Dagen na aanvang ziekte

Sinds de uitbraak in het Caribisch gebied is het aantal aanvragen voor arbovirusdiagnostiek
vanuit de Nederlandse microbiologische laboratoria sterk toegenomen. De monsters worden
door ons onderzocht met behulp van de multiplex-assay. Dit geeft een beter beeld van de
antistofresponsen in reizigers naar tropische gebieden. Wat opvalt in de aanvragen voor 2015,
is het hoge percentage denguevirus-lgG-positieven. In het eerste kwartaal was dit 51%.

Er bestaat veel kruisreactiviteit tussen de flavivirussen in de serologie, vooral bij de
IgG-antistoffen. Dit suggereert dat veel Nederlanders een infectie met een flavivirus hebben
doorgemaakt, die waarschijnlijk asymptomatisch is verlopen. Aangezien veel denguevirus-
infecties (tot wel 80%) asymptomatisch verloopt, gaat het hierbij hoogstwaarschijnlijk om een
denguevirusinfectie. Dit omdat dit virus hoog-endemisch is in veel tropische bestemmingen.

Zikavirus

Sinds 2014 circuleert het zikavirus in verschillende landen in midden- en zuid-Amerika. Het
virus bereidt zich snel uit en is inmiddels ook op verschillende eilanden in het Caribisch gebied
gediagnosticeerd (Figuur 11.4). Uit ervaring met de chikungunyavirusuitbraak in 2013-2015,
verwachten we dat het virus zich snel verspreidt en ook de Nederlandse Caribische eilanden
aandoet. Er bestaat intensief reizigersverkeer met dit deel van de wereld en er kan daarom
import van zikavirus plaatsvinden.

We hebben daarvoor een real-time PCR voor het zikavirus opgezet en geimplementeerd.
Ook is zikavirus-serologie opgezet, gebaseerd op het NS1-eiwit. Dit is een beproefd concept
voor verschillende flavivirussen (zie hoofdstuk 23). Dit eiwit wordt op een multiplex-array
aangeboden, in combinatie met andere arbovirussen. Naar analogie met de chikungunya-
virusuitbraak ondersteunen we het Nederlands Caribisch gebied met de diagnostiek voor het
zikavirus.
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Figuur 11.4 Overzichtskaart van verspreiding van het zikavirus in midden- en zuid-Amerika.
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12 Ebola-diagnostiek in Freetown, Sierra Leone

Auteur: Harry Vennema
Betrokkenen: Amber Hendriks, Annelies Mesman, Bas van der Veer en Jeroen Cremer
Contactpersoon: Harry Vennema (HarryVennema@rivm.nl)

Achtergrond

Van eind maart tot eind april 2015 werkten vijf medewerkers van Clb-IDS als team in Freetown,
de hoofdstad van Sierra Leone, om daar te helpen met de Ebola-diagnostiek. De diagnostiek
werd uitgevoerd in een tot mobiel laboratorium omgebouwde zeecontainer. Dit laboratorium
is een donatie van de Nederlandse overheid. V66r dit team werkten al twee medewerkers van
Clb-1DS in eenzelfde soort laboratorium in Liberia, en twee medewerkers van Clb-Z&0 in
hetzelfde laboratorium in Freetown.

Ter voorbereiding zorgde het Erasmus MCin Rotterdam voor een training. Dit om kennis te
maken met de procedures in het lab en de protocollen voor identificatie van malaria en

ebola. De afdeling virologie van het Erasmus MC zorgde voor de inrichting van het lab, de
bevoorrading en de protocollen. Ter plaatse wisselden teams elkaar af. Bij deze teamwisseling
was er altijd een overlap van enkele dagen voor de overdracht en het inwerken. Door de
omstandigheden in Sierra Leone heeft het team niet alleen laboratoriumwerkzaamheden.

Zij hebben nog een aantal taken, die belangrijk zijn voor het operationeel houden van het
laboratorium zoals de stroomvoorziening met behulp van een eigen generator, eigen aan- en
afvoer van water en het contact houden met de medewerkers van het ziekenhuis. Vooral het
inwerken ter plaatse met de procedures en protocollen in het laboratorium was erg belangrijk.
Dit omdat de echte praktijk anders was dan het droog oefenen in Rotterdam.

De bestrijding

De belangrijkste opdracht was het testen van bloedmonsters op ebola. Tijdens het verblijf van
het CIb-IDS-team was de epidemie al sterk afgenomen. Daardoor moest het team vooral
ebola uitsluiten bij patiénten met symptomen die passen bij ebola. Deze symptomen zijn zo
algemeen, dat ongeveer de helft van alle personen die zich bij het ziekenhuis meldden werd
geincludeerd en getest. Het laboratorium stond op het terrein van twee ziekenhuizen, een
kinderziekenhuis en een ziekenhuis voor zwangere vrouwen. Tijdens het verblijf van het
Clb-1DS-team, leverde het kinderziekenhuis 186 bloedmonsters en het ziekenhuis voor
zwangere vrouwen leverde 64 monsters om te testen (Figuur 12.1).

Naast bloedmonsters zijn uitstrijkjes uit de mond van overleden personen getest op ebola.

Dit werd gedaan om uit te sluiten dat sterfgevallen door ebola gemist zouden worden. Bij het
mortuarium kwamen overledenen uit het ziekenhuis binnen, maar ook uit de directe omgeving
van het ziekenhuis. Dit betekent dat niet alle bij het kinderziekenhuis geregistreerde overledenen
kleine kinderen waren. De contacten van alle ebola-gevallen, zowel patiénten als overledenen,
moesten worden opgespoord. Deze mensen werden gedurende 21 dagen in quarantaine
gevolgd, zodat eventuele nieuwe gevallen tijdig werden ontdekt. Hiermee werd voorkomen
dat zij de infectie verder verspreidden. Deze voor de bestrijding belangrijke taak, werd
uitgevoerd door de District Ebola Response Centra.
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Problematiek

Het bleek dat vooral het bloed van kleine kinderen met uitdrogingsverschijnselen erg dik was.
Daardoor gaf het plasma na extractie van RNA geen goede resultaten met de interne controle
van de PCR. Zonder goede interne controle is het onmogelijk om een monster met zekerheid
als negatief af te geven als de ebola-PCR’s negatief zijn. In overleg met de makers van het
protocol en na validatie is daarom besloten het protocol iets aan te passen. Het plasma werd
verder verdund voor de extractie.

Figuur 12.1 Herkomst en aard van monsters aangeboden voor ebola-diagnostiek.
Van 23 maart 2015 tot 23 april 2015 zijn 322 monsters getest voor Ebola in het Nederlandse
mobiele laboratorium in Freetown Sierra Leone.
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De uitslagen van alle laboratoria in Sierra Leone werden dagelijks doorgegeven aan het
Nationaal Ebola Respons Centrum. Voor het team was het mogelijk om de uitslag van de

test binnen 3,5 uur te geven. Toch was de doorlooptijd in het begin aanmerkelijk langer.

Dit werd veroorzaakt doordat bloedmonsters uit het Ebola Holding Center (EHC) van het
kinderziekenhuis 's morgens al werden afgenomen, maar vaak pas laat in de middag naar het
laboratorium werden gebracht. Dit EHC had geen personeel voor de nachtdienst. Het had
daarom ook geen zin om de uitslag na zes uur 's avonds door te geven. In de tweede week van
ons verblijf is afgesproken alle monsters direct na afname bij het lab af te leveren. Daardoor
was het veel vaker mogelijk om de uitslag nog dezelfde werkdag door te geven. De doorloop-
tijd werd hierdoor rond de 5 uur in plaats van rond de 20 uur (Figuur 12.2).

Figuur 12.2 De tijd tussen ontvangst van monsters en het afgeven van de uitslag voor
322 monsters van 23 maart 2015 tot 23 april 2015.
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Helaas is het vaak voorgekomen dat patiénten niet snel genoeg werden behandeld omdat zij
eerst moesten wachten op de ebola-uitslag. Door dit negatieve effect bestond het risico dat
mensen niet naar het ziekenhuis kwamen met hun klachten. Als deze mensen later ebola
bleken te hebben waren de consequenties groot. Mede om deze reden werden alle
opgenomen patiénten gratis getest en behandeld voor malaria. Hierdoor knapten veel
kinderen al binnen 24 uur dusdanig op dat ze naar huis konden met de rest van hun gratis kuur.
Malaria komt veel voor; een derde van alle geteste bloedmonsters was positief. Dat terwijl het
regenseizoen nog niet begonnen was. Malaria-diagnostiek is eenvoudig en goed uitvoerbaar,
maar moest wel onder BSL-3-condities uitgevoerd worden. Dit omdat op het moment van
testen ebola nog niet was uitgesloten.

Figuur 12.3 Malaria-diagnostiek van mogelijke ebola-gevallen. Bloedmonsters aangeboden
voor uitsluiting ebola werden getest met een malaria-sneltest.
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Resultaten

Uiteindelijk hebben we twee keer een positieve ebola-uitslag gehad: een serummonster van
een zwangere vrouw en een uitstrijkje van een overleden kind. Dit kind was hersteld van ebola
maar daarna weer opgenomen. Het is uiteindelijk overleden als gevolg van andere klachten.
Het uitstrijkje was zwak positief voor het ebolavirus, terwijl het bloed eerder negatief was in
een ebola-behandelcentrum. De zwangere vrouw was sterk positief voor ebolavirus en is
overgebracht naar een ebola-behandelcentrum, waar zij later is overleden. Haar man was
hersteld van ebola. Mogelijk heeft hij het virus overgedragen op zijn vrouw. Het is bekend dat
ebolavirus na herstel nog lang aanwezig kan zijn in het lichaam, en dat het overgedragen kan
worden via sperma. De vrouw was in eerste instantie niet erg ziek. Ze kwam naar het
ziekenhuis omdat ze de ongeboren baby niet meer voelde.

De diagnostiek van ebola is erg belangrijk geweest voor de bestrijding. Zonder hulp van
buitenaf was de diagnostiek in Sierra Leone niet mogelijk. We hebben daar een bescheiden
bijdrage aan kunnen leveren. Sinds december 2015 is Sierra Leone officieel vrij verklaard van
ebola.
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13 Gastro-enteritisvirus-surveillance

Auteur: Anne-Marie van den Brandt

Betrokkenen: Erwin Duizer, Annelies Kroneman, Bas van der Veer, Jeroen Cremer,
Janko van Beek, Wilfrid van Pelt (EPI)

Contactpersoon: Harry Vennema (harry.vennema@rivm.nl)

Achtergrond

De diagnostiek van virale gastro-enteritis wordt tegenwoordig vooral door de medisch
microbiologische laboratoria (MML’s) zelf verricht. De gastro-enteritisvirussen die in Nederland
circuleren zijn weergegeven in de Virologische Weekstaten. De MML's rapporteren hoeveel
monsters positief zijn bevonden voor de volgende gastro-enteritisvirussen: norovirus (NoV),
rotavirus, astrovirus, adenovirus-41 en sapovirus. Het Clb-IDS verricht referentiediagnostiek
voor bovengenoemde pathogenen (GEV-studie) en voert moleculaire typeringen uit voor o.a.
norovirus (NoroV-studie).

Deze norovirus-typeringen voeren we uit voor het surveillance-, bronopsporings- en
transmissieonderzoek. Ook worden deze bevindingen gedeeld in Noronet. Noronet is een
wereldwijd netwerk waar norovirusdata met elkaar gedeeld worden. Het CIb-1DS heeft hierin
een codrdinerende rol. Het netwerk is in 1999 opgericht. Het doel is:

« vroegtijdige signalering van internationale (voedselgerelateerde) uitbraken;
« ontwikkeling van een eenduidige nomenclatuur voor het typeren van norovirus.

Met dit doel werd de online Norovirus Typing Tool ontwikkeld (http://www.rivm.nl/mpf/
norovirus/typingtool). Met behulp van deze tool kan online elk deel van het norovirusgenoom
als sequentie worden aangeleverd en getypeerd. Met behulp van de data die door Noronet
wereldwijd verzameld wordt, kunnen we internationale uitbraken detecteren en trends van
dominerende en nieuwe norovirus-types volgen.

Gastro-enteritis-surveillance

De gastro-enteritis-surveillance is gebaseerd op individuele monsters die voor detectie
worden opgestuurd (GEV-studie). Het CIb-1DS gebruikt voor de detectie drie multiplex PCR’s
om rotavirus, norovirus, sapovirus, astrovirus en adenovirus aan te tonen (met daarbij een PCR
specifiek voor type Adenovirus-41). Het is hiermee ook mogelijk om zeldzame norovirustypes
te detecteren. Het aantal gedetecteerde virussen in 2015 is weergegeven in Tabel 13.1.

Het aantal ingestuurde monsters voor de GEV-studie is de laatste jaren sterk teruggelopen
(365 in 2011, 117 in 2015). Waarschijnlijk komt dit doordat vrijwel alle MML's de meest
voorkomende verwekkers (norovirus en rotavirus) zelf testen.

Dit blijkt ook uit de vraagstelling van de ingestuurde monsters voor de GEV-studie.

Deze verschuift naar het onderzoeken op zeldzamere pathogenen, en uitbraken waarbij breed
wordt ingezet om snel de oorzaak te kunnen achterhalen en waarbij hierbij reden is om aan te
nemen dat het niet om een noro- of rotavirusuitbraak gaat.
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Om deze reden zijn er in 2015 van vijf virale gastro-enteritisuitbraken monsters ingestuurd
voor brede detectie. Het bleek dat al deze uitbraken wel door norovirus werden veroorzaakt,
maar in de meeste gevallen ging het om een genetisch afwijkend type norovirus.

In een aantal van deze uitbraken werd materiaal ingestuurd om te onderzoeken of er sprake
was van gezondheidsrisico. Zo ook na een triatlon. Meerdere deelnemers hadden na afloop
gastro-enteritisklachten. De GGD is daarom gestart met een vragenlijstonderzoek onder de
900 deelnemers. Bij zes deelnemers is ook ontlasting afgenomen en opgestuurd naar het
Clb-1DS om de veroorzaker van de klachten te achterhalen. Het Clb-IDS heeft zowel detectie-
als typeringstesten uitgevoerd. Uit deze testen bleek dat het om norovirus type Gll.4 ging.
Deze uitslag, samen met de uitkomsten van de vragenlijst, leverde op dat de combinatie van
zwemmen in open water en het drinken van energiedrank een verhoogd risico gaf op ziekte.

Tabel 13.1 Overzicht van het aantal (%) gedetecteerde enterale virussen in 2015
(abs=gevonden aantal; % is percentage van het aantal positief geteste monsters).

PROJECT

GEV n=125 NoroV n=285
TESTNAAM abs % abs %
Norovirus Genotype | 17 13,6 29 10,2
Norovirus Genotype Il 8 6,4 207 72,6
Rotavirus 5 4,0 niet getest
Sapovirus 2 1,6 niet getest
Adenovirus 0 0,0 niet getest
Astrovirus 0 0,0 niet getest
virus 32 25,6 236 82,8
Geen virus 93 74,4 49 17,2

Uitgelicht: norovirustypering

Wij vragen MML's om NoV-positieve monsters in te sturen voor typering. Dit is vooral
belangrijk wanneer er verdenking bestaat op een uitbraak in een zorginstelling. Deze typering
is bedoeld voor bronopsporings- en transmissieonderzoek. Daarnaast krijgt het CIb-IDS
hiermee vroegtijdig inzicht in bijvoorbeeld de opkomst van nieuwe epidemische norovirus-
stammen in Nederland (NoroV-studie). Voor de outbreak-surveillance voor norovirus worden
helaas nog maar erg weinig monsters ingestuurd. Het aantal ingestuurde monsters, en de
aantallen gedetecteerde norovirustypes 1 en 2, is weergegeven in Tabel 13.1.

Clb-1DS rapportage 2015 | 71



Het CIb-IDS typeert alle norovirus-positieve monsters. Hierbij gebruiken we een nested-PCR,
met primers die zijn ontworpen volgens het CODEHOP (COnsensus-DEgenerate Hybrid
Oligonucleotide Primer)-principe. Hierbij is de eerste PCR een generieke norovirus-PCR,
waarmee we zo veel mogelijk norovirus-types kunnen oppikken. Bij de nested-PCR gebruiken
we primers waarvan de sequentie deels kan aangrijpen op het PCR-product van de eerste PCR,
en deels bestaat uit een specifieke sequentie die gelijk is aan de sequence-primers. Het risico is
daardoor veel kleiner dat we specifieke types missen omdat ze sequentieveranderingen
hebben in de primer-bindingsplaatsen. Het geamplificeerde deel van het genoom beslaat een
deel van ORF1 en een deel van ORF 2 (regio A t/m C). Na het sequencen van het 1000 bp lange
fragment, bepalen we vervolgens het type met behulp van de online Norovirus Typing Tool.

Figuur 13.1 Deel van het genoom van NoV, met 3 open reading frames. Het 1000 bp fragment
is aangegeven, het deel waarop norovirus typering wordt uitgevoerd.
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Erzijn in 2015 in de NoroV- en GEV-studie 261 monsters norovirus-positief gevonden.

Van de 261 getypeerde norovirusmonsters leverde gecombineerde analyse van ORF1 en ORF2
36 monsters op met het ORF1-type Gll.Pe, gecombineerd met ORF2 type Gll.g-Sydney2012. In
63 monsters bleek dat het ORF1 type Gll.Pg-2010 gecombineerd is met de ORF2-sequentie van
type Gll.qg-Sydney2012. Deze twee types kwamen zowel in 2014 als in 2015 het meest voor.

Een opvallende nieuwkomer in Nederland in 2015 is type GlI.P17. Dit derde dominerende type
veroorzaakte in mei-juni van 2015 een uitbraak in midden Nederland. In het winterseizoen
2014/2015 was dit type al het belangrijkste type in uitbraken in China en Japan. Ook in andere
delen van de wereld is dit type gevonden, zoals Australi€, Verenigde Staten, Frankrijk en Italié.
Hoewel dit type al vd6r 2014 sporadisch werd gevonden, is nu de verwachting dat dit type de
huidige dominante types kan gaan overnemen.

Publicaties en referenties

de Graaf M, van Beek J, Vennema H, Podkolzin AT, Hewitt J, Bucardo F, Templeton K, Mans J,
Nordgren J, Reuter G, Lynch M, Rasmussen LD, Iritani N, Chan MC, Martella V, Ambert-Balay
K, Vinjé J, White PA, Koopmans MP. ‘Emergence of a novel Gll.17 norovirus — End of the Gll.q
era?’ Euro Surveill. 2015 Jul 2;20(26). pii: 21178.PMID:26159308.
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14 Genotypering rotavirus

Auteur: Bas van der Veer

Betrokkenen: Erwin Duizer, Annelies Kroneman, Annemarie van den Brandt, Jeroen Cremer,
Sharon van den Brink, Naomi van Marm, Lisa Wijsman en Wilfrid van Pelt (EPI)
Contactpersoon: Harry Vennema (Harry.Vennema@rivm.nl)

Achtergrond

Het Nederlandse kiemsurveillance-project voor rotavirus is opgestart in juni 2008. Binnen dit
project kunnen ziekenhuizen en andere (medisch) microbiologische laboratoria rotavirus-
positieve fecesmonsters opsturen naar het RIVM voor typering.

De rotavirussen worden getypeerd met behulp van sequencing van een VP7 (G-type) en een
VPq (P-type) fragment. De resultaten uit deze studie worden gecombineerd met data van
zeventien andere landen tot de Europese Rotavirus surveillance (EuroRotanet). Met deze data
wordt onder andere de vaccine-coverage van de gebruikte vaccins gemonitord. Als de inzender
dat wil, kan hij de typeringsuitslag ontvangen. Hieraan zijn voor de inzender geen kosten
verbonden.

Afname rotavirus gastro-enteritis (RVGE)-gevallen van 2014 zet niet door

Tot week 50 van 2015 zijn er volgens de Virologische Weekstaten 1299 rotavirusmeldingen
binnen gekomen. Dit is een ruime verdubbeling van het aantal meldingen van 2014 (607
meldingen). Het aantal ingezonden fecesmonsters (319) is ook meer dan verdubbeld ten
opzichte van 2014, en is daarmee vergelijkbaar met de aantallen van 2012 en 2013. Van het
aantal ingezonden fecesmonsters zijn er 299 (94%) getypeerd voor G en/of P. Daarnaast is de
typische februari-maart piek van het aantal RVGE-gevallen weer duidelijk zichtbaar, terwijl
deze in 2014 afwezig was (Figuur 14.1).

Vorig jaar wekten we de suggestie, dat de reductie van het aantal gevallen van rotavirus
gastro-enteritis (RVGE) mogelijk werd veroorzaakt door de vaccindruk vanuit omringende
landen (Duitsland, Belgié en het Verenigd Koninkrijk). Op basis van de toename van RVGE-
gevallen in 2015 lijkt dit mogelijk niet zo te zijn.

Typeringen

Met 33% van alle gevallen, bleek GgP[8] het meest voorkomende genotype van 2014 te zijn.
In 2015 bleek dit genotype nog maar in 10% van de gevallen voor te komen. Daarnaast bleek
het percentage GqP[8] getypeerde monsters in 2015 46% te zijn. Een enorme toename ten
opzichte van hetjaar ervoor (8% in 2014). Ook is het aantal gevallen van G1P[8] opnieuw
gedaald van 13% in 2014 naar 8% in 2015. In de afgelopen vijf jaar blijkt het meest voor-
komende genotype elk jaar weer te verschuiven Van 2011 tot en met 2015 waren dit
respectievelijk G1P[8] (55%), GQP[8] (25%), G1P[8] (27%), G9P[8] (33%) en G4P[8] (46%).
Waar vorig jaar de top-3 van meest voorkomende genotypen bestond uit GgP[8] (33%),
G2P[g] (19%) en G1P[8] (13%), is dit voor 2015 G4P[8] (46%), G2P[4] (10%) en G9P[8] (10%).
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Variatie in co-circulerende rotavirus-genotypen behoort tot de fluctuaties van seizoen tot
seizoen en van land tot land. Deze conclusie van het EuroRotaNet blijkt dus ook voor
Nederland van toepassing. Het kan een signaal zijn voor vaccindruk als ‘escape’-varianten
ontstaan, genotypen verschuiven en ‘predominant strains’ verspreiden en verschuiven.

Een wisselende beeldvorming over vaccindruk in Nederland vanuit onze buurlanden (toename
RVGE-gevallen ten opzichte van verschuiving in genotype verspreiding en ‘predominant
strains’), is reden genoeg om het effect van de vaccinatieprogramma’s van onze buurlanden te
blijven signaleren.

Figuur 14.1 Getypeerde en gemelde rotavirus-monsters naar afnamedatum voor de periode
2011-2015.

Genotype verspreiding 2011-2015
250 600

500

n
o
o

400

—_
w1
o

300

100
200

w1
o

100

Aantal geypeerde Rotavirussen
Aantal Gemelde Rotavirussen

G9P8 W G4P8 [ G3P8 W G2P4 W G1P8 = G12P8 M Rest — Meldingen VW

74 | Clb-IDS rapportage 2015



Figuur 14.2 Genotype-prevalentie 2015, weergegeven in een maximum parsimony tree op
basis van G-type (VP7).
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Leeftijd speelt een rol

Initieel richt het Rotavirus Kiemsurveillance-project van het RIVM zich op kinderen tot circa

5 jaar. Daarnaast worden er door de jaren heen steeds vaker fecesmonsters ingestuurd van
patiénten buiten deze leeftijdsgroep.

Na scheiding in beide leeftijdsgroepen is een verschuiving in genotype zichtbaar. Deze
verschuiving draagt bij aan het totaalbeeld van de genotypeverspreiding binnen Nederland
(Figuur 14.3). Van de 299 getypeerde fecesmonsters behoren er 196 (66%) tot de leeftijdsgroep
jonger dan 48 maanden en 103 (33%) tot de leeftijdsgroep van boven de 48 maanden.
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Figuur 14.3 Genotypeverspreiding in 2015 bij kinderen onder het vijfde levensjaar en
kinderen vanaf het vijfde levensjaar en ouderen.
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Voor een betrouwbare weergave van de type-specifieke prevalenties in Nederland, zijn naar
schatting qoo monstertyperingen nodig. Om dit aantal te halen vragen wij om ook voor 2016
Rotavirus-positieve monsters in te sturen.

Omdat het geen diagnostiek is maar surveillance, is het mogelijk om de monsters te
verzamelen en op te sparen (bij -20°C of +4°C) en per batch in te sturen.

Publicaties en referenties

Enserink R, Mughini-Gras L, Duizer E, Kortbeek T, Van Pelt W. ‘Risk factors for gastroenteritis in
child day care.” Epidemiol Infect. 2015 Oct;143(13):2707-20.
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15 Enterovirus-surveillance in 2015: drie maal poliovirus gevonden

Auteurs: Kim Benschop, Edin Jusic, Bas van der Veer, Dani Atto, Ron Altena, Jeroen Cremer,
Annemarie van de Brandt, Harry Vennema, Erwin Duizer
Contactpersonen: Erwin Duizer en Kim Benschop (poliolab@rivm.nl)

Achtergrond

In het grootste deel van Nederland is de vaccinatiegraad tegen difterie, tetanus, kinkhoest en
polio (DKTP) boven de 95%. Echter, in de zogenaamde Bible Belt zijn er kernen waarbij deze
lager is dan 85%. Daarom bestaat daar nog steeds de kans op polioviruscirculatie en mogelijk
zelfs een uitbraak van polio. Monitoring van de aanwezigheid en circulatie van poliovirus in
Nederland vindt plaats via de klinische enterovirus-surveillance (kEV) en de rioolwater-
surveillance. Dit is een samenwerkingsverband tussen het Clb-IDS en de Nederlandse
Werkgroep Klinische Virologie (NWKV). De bevindingen van de kEV worden aan VIRO-Type-
Ned in een joint data-sharing database gerapporteerd. VIRO-Type-Ned is opgezet met een
aantal Nederlandse medisch microbiologische laboratoria (MML’s) en het Clb-IDS. De
database bevat de moleculaire typeringsdata, en basale beschikbare epidemiologische en
klinische informatie.

MML's die deelnemen aan VIRO-Type-Ned zijn het Academisch Medisch Centrum Amsterdam
(AMQ), het Erasmus Medisch Centrum Rotterdam (EMC), het Universitair Medisch Centrum
Groningen (UMCG), het Leids Universitair Medisch Centrum (LUMC), het Universitair Medisch
Centrum Utrecht (UMCU), de GGD Amsterdam, en het Elisabeth Ziekenhuis in Tilburg.

Methoden

Voor uitsluiten van poliovirus wordt het materiaal gekweekt op L2oB-cellen (Muizen L-cellen,
met een humaan poliovirusreceptor) en worden enterovirus moleculair getypeerd. De
EV-typering bestaat uit sequentieanalyse van een deel van het gen dat codeert voor het VP1
capside-eiwit. Op basis van de gevonden sequentie en met behulp van het programma
BioNummerics wordt in de EV-Genotypingtool (http://www.rivm.nl/mpf/enterovirus/
typingtool#/) het EV-type bepaald.

Resultaten

Klinische enterovirus-surveillance en VIRO-Type-Ned

In 2015 (tot 5 december 2015) heeft CIb-IDS 368 aanvragen ontvangen voor klinische
EV-surveillance. Dat is een afname van ongeveer 44% ten opzichte van 2014 (666 aanvragen
voor heel 2014g). De afname van het aantal ingestuurde en getypeerde monsters staat in
verhouding tot de afname in EV-detecties. De virologische weekstaten lieten een daling van
35% zien in het aantal EV-detecties ten opzichte van 2014 (1149 in 2014 tegenover 747 in 2015).
Het ingestuurde materiaal is meestal feces (56,6%).
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Van de 368 ingezonden monsters zijn er 252 (68,5 %) getypeerd en 191 gerapporteerd aan
VIRO-Type-Ned (Tabel 15.1). Eén monster bleek positief voor zowel EV als Parechovirus (PEV)
type 1. Tijdens het schrijven van dit rapport waren vier monsters nog niet getypeerd. Van elf
monsters blijft het type onbekend (positief in de PCR maar geen sequentie te genereren). Deze
monsters zijn gerapporteerd als Non-Polio EV (NPEV). Van de 105 door Clb-IDS EV-negatief
bevonden monsters (31%) bleken er 16 positief voor rhinovirus (10 gerapporteerd aan VIRO-
Type-Ned, Tabel 15.7).

De deelnemende MML's rapporteerden hiernaast nog 110 EV’s, 20 PEV’s en 1 rhinovirus. Tot
1 december 2015 zijn dus in totaal 280 EV’s, 21 PEV’s, en 11 rhinovirussen gerapporteerd aan
VIRO-Type-Ned (Tabel 15.1). Net als voorgaande jaren zijn virussen van de groep EV-B het
meest frequent gevonden, gevolgd door EV-A virussen (Figuur 15.1 en Tabel 15.1). De EV-D
groep bestond vooral uit EV-D68.

Figuur 15.1 Maximum parsimony tree van de EV-A, C, D (a) en EV-B (b) sequenties gevonden
in Nederland in 2015.
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Tabel 15.1 Aantal virussen gevonden en geclassificeerd als EV-A-D, PEV en rhinovirus in de
klinische surveillance (KEV), rioolsurveillance en gerapporteerd aan VIRO-Type-Ned.

Riool (Bible belt) TypeNed
(rapportage Clb-IDS)
EV-A

65 (44)
EV-B 183 87 200 (143)
EV-C 6 8 12 (2)
EV-D (EV-D68) 2 0 3(2)
NPEV 11 4 -
PEV 1 0 21 (1)
Rhinovirus 16 1 11(10)

De dominante typen gevonden in 2015 waren ECHOvirus type 11 (n=62), gevolgd door
ECHOvirus type 9 (n=31), Coxsackievirus type A6 (n=28), ECHOvirus type 18 (n=26), Enterovirus
A71(n=22) en Coxsackievirus type Bs (n=20) (Figuur 15.2). Voor PEV zijn de typen PEV-1 (n=14),
PEV-3 (n=2), PEV-4q (n=2), P)EV-5 (n=2) en PEV-6 (n=1) gerapporteerd. De meeste EV-typen zijn
gevonden in de zomer, terwijl de PEV-1 domineerde in de wintermaanden van begin 2015. De
mediaanleeftijd van de patiénten is voor EV 2,2 maanden (o maanden-72,1jaar) en voor PEV is
dat10,3 maanden (3,5 maanden-4,3 jaar). De mediaan leeftijd voor patiénten geinfecteerd met
EV-B virussen is beduidend lager: 1,4 maanden (0 maanden-38 jaar) dan voor patiénten
geinfecteerd met EV-A virussen (12,4 maanden (1 maand-72,1jaar). In een paar gevallen is het
klinische beeld gerapporteerd. Dit varieerde van gastro-intestinale en respiratoire symptomen
tot neurologische symptomen.
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Figuur 15.2 Dominante EV-typenin 2015.
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In 2015 zijn zeven gevallen gekarakteriseerd met een virus van de EV-C groep (Tabel 15.1).

Bij twee kinderen is een poliovirus gevonden, zonder een polioachtig ziektebeeld. Het eerste
geval is in augustus gevonden. Dit negenjarige kind was positief voor een Vaccine Derived
Poliovirus (VDPV) type 3, met 15 mutaties in het VP1-gebied. Het ging hier om een
immuungecomprimeerde vluchteling uit Syrié. In vervolg-fecesmonsters van het patiéntje,
van zijn familieleden en in het riool van de woonplaats is geen VDPV-3 meer aangetoond. Het
tweede kindje was positief voor oraal poliovirus (OPV) Sabin type 2 en 3. Het in Nederland
wonende kind was bij familiebezoek in Pakistan gevaccineerd met OPV. Bij terugkomst in
Nederland onderging dit kind een stamceltransplantatie. Hier was het eerste vervolgmonster
nog positief voor Sabin type 2. De OPV Sabin-stammen kunnen muteren tot een VDPV bij
immuungecomprimeerde patiénten en in een ongevaccineerde populatie. Een VDPV kan
dezelfde ziekmakende karakteristieken hebben als wild-type poliovirus. Bij alle immuun-
gecomprimeerde kinderen die (terug)komen uit een land waar OPV als vaccin wordt gebruikt
of poliovirus nog steeds endemisch is, is oplettendheid dus geboden.
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Rioolwatersurveillance

Naast de klinische EV-surveillance wordt in Nederland ook EV-surveillance in rioolwater
uitgevoerd. Gedurende 2015 zijn in de Bible Belt 102 rioolmonsters afgenomen. Deze zijn
afkomstig van vijftien verschillende locaties. In deze surveillance is E-11 (n=36) ook als
dominante stam gevonden (Figuur 15.2), gevolgd door E-6 (n=10), CV-B5 (n=8) en E-18 (n=6).
De EV-typen E-9 en CV-A6 zijn maar één keer gevonden en EV-A71in geen enkel monster.
Daarnaast zijn in de periode januari-maart nog zeventien rioolmonsters verzameld op het
terrein van het Centraal Orgaan Opvang Asielzoekers (COA) in Ter Apel. Dit in verband met de
verhoogde kans op import van poliovirus via Syrische vluchtelingen. Uit één rioolmonster uit
Ter Apel is een OPV Sabin poliovirusstam geisoleerd: een Sabin poliovirus type 1 met twee
mutaties in het VP1-gebied. De voorafgaande en opvolgende rioolmonsters zijn negatief voor
poliovirus. In augustus en september 2015 zijn zestien rioolmonsters uit de woonplaats van het
VDPV3-positieve kind geanalyseerd om eventuele transmissie in de regio te onderzoeken.
Geen van de monsters was positief. Alle verkregen sequenties zijn weergeven in Figuur 15.1.

Conclusie

In 2015 is in Nederland drie maal poliovirus gevonden. Nader onderzoek liet geen verdere
verspreiding van poliovirus zien. De dominante stam in de kEV, VIRO-Type-Ned en ook in de
rioolsurveillance is Echovirus type 11. Dit geeft aan dat rioolsurveillance complementair is aan
de kEV-surveillance.

In VIRO-Type-Ned bleek dat ook dit jaar vooral kinderen jonger dan drie maanden getroffen
zijn door virussen van groep B. Voor virussen van groep A was de leeftijd beduidend hoger.
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16 Hepatitis B

Auteurs: Jeroen Cremer, Audrey King, Irene Veldhuijzen, Francoise van Heiningen,
Sanne Hofstraat en Kimberley Benschop
Contactpersoon: Kim Benschop (kim.benschop@rivm.nl)

Achtergrond

Met de genotypering van hepatitis B-virus (HBV) verkrijgen we meer kennis over de diversiteit
van de hepatitis B-viruspopulatie in Nederland. Het CIb-IDS voert deze uit ten behoeve van
infectieziektebestrijding. Kennis van genotypen is relevant voor:

« het monitoren van de circulatie van eventuele immuun-escape mutanten;
« bron en contactopsporing;

« het bepalen van de effectiviteit van het huidige vaccinatiebeleid;

« het bepalen van de resistentie tegen antivirale middelen.

Genotypering

Er zijn tien verschillende hepatitis B-genotypen (A-J) en 45 sub-genotypen te onderscheiden.
De classificatie is gebaseerd op verschillen op nucleotideniveau. Bij een verschil van meer dan
7,5% over het gehele genoom is er sprake van een ander genotype. Bij een sub-genotype is het
nucleotideverschil tussen de 4% en 7,5% over het gehele genoom. Daarnaast is er een hoge
bootstrap-waarde tussen de verschillende sub-genotypen binnen een genotype.

Incidentie acute hepatitis B-gevallen gemeld in OSIRIS

Het aantal OSIRIS-meldingen voor acute HBV blijft ook in 2014 dalen. Bij het schrijven van dit
hoofdstuk zijn echter nog niet alle gevallen voor 2015 geregistreerd en getypeerd. Het aantal
kan dus nog wijzigen, maar ten opzichte van dezelfde tijdsperiode in 2014 is een daling te zien.
In 2015 zijn er 77 acute HBV-gevallen gemeld. Van hen hebben we 36 serummonsters (47%)
ontvangen voor 10 december 2015. Deze zijn allen getypeerd (Tabel 16.1).

Tabel 16.1 Aantal OSIRIS-meldingen en ingezonden van acute HBV.

_m-mmmu

Meldingen OSIRIS 163 167 148 147
Ingezonden monsters 99 85 98 92 36
Genotype-resultaat 93 82 93 88 36
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Incidentie van chronische hepatitis B-gevallen gemeld in OSIRIS

De dalende trend in incidentie zoals we de afgelopen jaren zien bij de acute hepatitis B, nemen
we niet waar voor chronische HBV-dragers. Wel zien we een afname in 2014-2015 ten opzichte
van 2013.

In OSIRIS zijn in de MSM (mannen die seks hebben met mannen) risicogroep 21 gevallen
gemeld. Hiervan zijn negen serummonsters ingestuurd, waarvan er vier zijn getypeerd (44%)
(Tabel 16.2).

Tabel 16.2 Aantal meldingen OSIRIS en ingezonden monsters van chronische HBV in de MSM.

e T T N TN

Meldingen OSIRIS
Ingezonden monsters 13 6 22 6 9

Genotype-resultaat risicogroepen 8 5 16 3 4

Genotypering hepatits B-virus

De hepatitis B-virussen van zowel chronische (n=4) als acute gevallen (n=36) zijn getypeerd
door de S-regio (656nt) en de C-regio (655nt) van het genoom te karakteriseren. In Figuur 16.1
zijn resultaten van de S-regio weergegeven. Ook is de meest waarschijnlijke transmissieroute
weergegeven.

We kunnen zes verschillende genotypen onderscheiden: genotype A (n=21), B (n=4), C(n=5),
D (n=6), E (n=2) en F (n=2).

In totaal zijn er 31 verschillende sequenties gevonden, weergegeven als clusters/bollen in
Figuur 16.1. Twee van deze 31 clusters bestaan uit meer dan twee monsters en bestaan alleen
uit mannen met verschillende risicofactoren. Heteroseksueel contact komtin alle genotypen
voor, met uitzondering van genotype F. De monsters van MSM’s zijn vertegenwoordigd in
genotype A, D en E. Van de vier getypeerde chronische stammen zijn er drie met genotype A en
één met genotype F.

Conclusie en discussie

We kunnen concluderen dat de verdeling tussen de verschillende genotypen redelijk gelijk
blijft aan die van voorgaande jaren. De meeste gevonden sequenties behoren tot genotype A,
op de tweede plaats gevolgd door genotype D.

Op dit moment werken we aan het opzetten van een nieuwe typerings-PCR waarbij een groter

fragment getypeerd wordt. Dit geeft een betere resolutie voor het karakteriseren van sub-
genotypen en draagt bij aan een meer diepgaande surveillance van HBV.
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Figuur 16.1 Basic maximum parsimony tree, gebaseerd op de S-regio van HBV-monsters van

36 acute en 4 chronische casussen uit 2015. In de legenda is het aantal geteste monsters en de
meest waarschijnlijke transmissieroute weergegeven. Heteroseksueel (n=18), onbekend (n=9),
MSM (n=6), chronisch (n=4), overig (n=3).
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17 Humaan papillomavirus surveillance en onderzoek

Auteurs: Suzan Leussink, Pascal Rog, Elske van Logchem, Naomi van Marm, Robine Donken,
Petra Woestenberg, Birgit van Benthem, Hester de Melker en Audrey King
Contactpersoon: Audrey King (audrey.king@rivm.nl)

Achtergrond

Een infectie met humaan papillomavirus (HPV) is een veel voorkomende seksueel
overdraagbare infectie. Er bestaan meer dan 100 verschillende HPV-types, onderverdeeld in
hoog- en laag-risico types. De meeste seksueel actieve personen maken in hun leven een
HPV-infectie door. Het lichaam is meestal in staat om deze infectie zelf te klaren, maar als dat
niet gebeurd kan een infectie persisteren. Bij een infectie veroorzaakt door een hoog-risico
type kan dit uiteindelijk leiden tot (voorstadia van) kanker in onder andere de baarmoederhals.
Van alle gevallen van baarmoederhalskanker wordt ongeveer 70% veroorzaakt door HPV-16 en
HPV-18. In 2010 is voor twaalfjarige meisjes vaccinatie tegen het humaan papillomavirus
opgenomen in het Rijksvaccinatieprogramma (RVP). Het in Nederland gebruikte vaccin
Cervarix®, is gericht tegen HPV-16 en -18 en bestaat voornamelijk uit het capside-eiwit L1.

Sinds de invoering van HPV-vaccinatie in Nederland doet het RIVM-CIb onderzoek naar het
védérkomen van HPV-virussen bij adolescenten en jong volwassenen. Het RIVM-CIb heeftin
samenwerking met VUmc Amsterdam, GGD’en en medisch microbiologische laboratoria
(MML’s) een aantal studies opgezet. Hierbij worden (genitale) monsters afgenomen in verschil-
lende groepen jongeren uit de Nederlandse populatie. Het doel van deze onderzoeken is:

« inzicht krijgen in het vdérkomen van verschillende HPV-virussen (vaccin- en non-vaccin-
types) voor en na de introductie van HPV-vaccinatie;

« bepalen of verschuivingen van moleculaire varianten van de HPV-16 en -18-virussen
plaatsvinden als gevolg van vaccinatie;

« hetverloop van HPV-infecties onderzoeken en persisterende HPV-infecties beter
karakteriseren.

HPV-surveillance

In het kader van dit onderzoek verricht het RIVM verschillende studies naar het véérkomen
van HPV-infecties in de Nederlandse bevolking. Het CIb-IDS is verantwoordelijk voor de
HPV-detectie en genotypering binnen deze studies. HPV-DNA wordt met behulp van SPF10
PCR-amplificatie en LiPA-genotypering bepaald en het is mogelijk om 25 verschillende
HPV-typen te typeren. In sommige studies wordt de uitvoering van HPV-detectie en
genotypering deels uitbesteed aan verschillende Nederlandse MML’s. Alle laboratoria voeren
deze bepalingen uit volgens een zelfde, vast protocol.
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HAVANA (HPV Amongst Vaccinated and Unvaccinated Adolescents)-studie: HPV-prevalentie in de
populatie in 2015, vijf jaar na vaccinatie

In de HAVANA-studie wordt onder andere de HPV-prevalentie gemeten bij jonge vrouwen.
Deze waren in 2009 en 2010 tussen de 14 en 16 jaar oud, en kwamen in aanmerking voor
HPV-vaccinatie in de inhaalcampagne. Ongeveer de helft van de deelneemsters in deze studie
is gevaccineerd tegen HPV.

Voor dit onderzoek vullen alle deelneemsters jaarlijks een vragenlijst in, nemen een vaginale
zelf-swab af en sturen het geheel naar het RIVM. Het CIb-1DS test (jaarlijks) de zelf-swabs op
de aanwezigheid van HPV-DNA. Op deze manier meten we de aanwezigheid van verschillende
HPV-virussen onder gevaccineerde en ongevaccineerde meisjes.

In 2014/2015 is voor de zesde keer de HPV-DNA-status in deze jonge vrouwen (n=1170) bepaald
en is onderzocht welke HPV-types aanwezig zijn. In deze ronde zijn 374 (32%) monsters positief
bevonden voor een typeerbaar HPV-type, het meest voorkomende type is HPV-51. De HPV-
DNA-prevalentie van HPV-16 en -18 in de afgelopen zes jaren is te zien in Figuur 17.1.

Eris een significant verschil in het voorkomen van HPV-16- en -18-virussen tussen
gevaccineerde en ongevaccineerde deelneemsters (Figuur 17.1). Dit verschil is significant vanaf
testjaar 2012/2013 voor HPV-16 en vanaf testjaar 2011/2012 voor HPV-18.

De HPV-DNA-prevalentie van HPV-16 en -18 is significant hoger in ongevaccineerde
deelneemsters. Hieruit blijkt dat het HPV-vaccin effectief is voor bescherming tegen HPV-16
en -18 infecties in de onderzochte doelgroep.

PASSYON (PApillomavirus Surveillance among STI clinic YOungsters in the Netherlands)-studie:
HPV-prevalentie in hoog risico populatie

In de PASSYON-studie wordt de HPV-prevalentie gemeten onder soa-polibezoekers in
Nederland (mannen en vrouwen van 16 t/m 24 jaar). Voor deze studie testen we door de
deelnemers zelf afgenomen materiaal (zelf-swabs; vaginaal/peniel/anaal). Het CIb is in 2009
begonnen met deze studie om de impact van de HPV-vaccinatie in een seksueel actieve
populatie te kunnen monitoren.

In verschillende soa-poli’s (GGD’en) verspreid over Nederland worden elke twee jaar genitale
en anale zelf-swabs afgenomen bij bezoekers. In 2015 is dit voor de vierde keer uitgevoerd.

Door het CIb-IDS en samenwerkende MML’s zijn 2449 monsters geanalyseerd op de
aanwezigheid van HPV-DNA. De resultaten van 2015 zijn op dit moment nog niet bekend. In
eerdere testjaren, (2009, 2011 en 2013) was rond de 60% van de monsters positief voor een
typeerbaar HPV-type. Van de HPV-types die in de afgelopen testjaren zijn gevonden bij de
soa-polibezoekers, lijkt in de typeverdeling een daling op te treden in het voorkomen van de
types HPV-16 en 18. De waargenomen daling van deze HPV-types wordt mogelijk veroorzaakt
door een direct of indirect effect van HPV-vaccinatie. Verdere analyses van de data van 2015
zijn nodig om vast te stellen of de daling van HPV-types 16 en 18 in 2015 aanhoudt.
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Figuur 17.1 Prevalentie van HPV-16 en -18 in (volledig) gevaccineerde en ongevaccineerde
deelneemsters. De afname van materialen in 2009/2010 vond plaats voor eventuele vaccinatie.
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Surveillance van moleculaire varianten van HPV-16 en -18-virussen uit de pre-vaccinatieperiode
Eerdere onderzoeken tonen aan dat diverse moleculaire varianten van HPV-typen 16 en 18
voorkomen. Sommige varianten zijn specifiek of meer prevalent in bepaalde delen van de
wereld. Zij kunnen ook verschillen in de mate van progressie tot kankers. Er komen Europese,
Afrikaanse en Aziatische moleculaire varianten van HPV-16 en -18 voor. Een aantal studies
beschrijft dat er een associatie is met het védrkomen van specifieke moleculaire varianten en
bepaalde bevolkingsgroepen. Op dit moment is niet bekend of de bescherming die het in
Nederland gebruikte HPV-vaccin biedt even goed is tegen al deze HPV-16 en -18 varianten.
HPV-vaccins bestaan uit één variant van het L1-eiwit van HPV-16 en -18. We kunnen niet
uitsluiten dat langdurige vaccinatie hiermee kan leiden tot selectie van HPV-16 en -18-virussen
met specifieke varianten van het L1-eiwit. Dit kan optreden als er (subtiele) verschillen zijn in
bescherming tegen de varianten.

In 2015 heeft het CIb-IDS de genetische diversiteit bepaald van de HPV-16 en -18-virussen die
in 2009 en 2011 circuleerden bij de soa-polibezoekers.

In de PASSYON-studie is de volledige DNA-sequentie van het L1-gen (1.6 —1.7 kb) bepaald in
241 HPV-16-positieve en 108 HPV-18 positieve monsters. Op basis van deze data zijn de in
Nederland voorkomende varianten van het L1-gen van HPV-16 en -18 in kaart gebracht en
gerelateerd aan de personen waarin deze zijn aangetroffen. Het grootste deel (93%) van de
HPV-16-virussen die zijn aangetroffen in deze groep, behoorde tot de Europese varianten.

Ze lijken op de variant die in het vaccin zit.

De overige 7% HPV-16-virussen behoren tot de Afrikaanse en Aziatische varianten.

Voor HPV-18 geldt dat 86% van de HPV-18-virussen Europese varianten zijn die lijken op de
vaccin-variant. De overige 14% van de HPV-18-virussen behoort tot de niet-Europese
varianten van HPV-18. Deze niet-Europese varianten van HPV-18 zijn in 73% van de gevallen
aangetroffen bij personen die zelf gerapporteerd hebben dat zij van niet-Nederlandse afkomst
zijn (Figuur 17.2). Voor de HPV-16-varianten is geen verdeling gevonden die gerelateerd is aan
de afkomst.

Op dit moment is het niet duidelijk of door vaccinatie een selectie optreedt van specifieke
virusvarianten van HPV-16 en of -18. Het CIb-IDS brengt een aantal jaren na invoering van
vaccinatie opnieuw de genetische diversiteit van circulerende varianten van HPV-16 en -18 in
kaart. Dit om een eventueel effect van vaccinatie te kunnen meten in de Nederlandse
bevolking. Hierin nemen we ook mee hoe veel en hoe vaak specifieke varianten in bepaalde
bevolkingsgroepen voorkomen.
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Figuur 17.2 Maximum parsimony fylogenetische boom gebaseerd op de nucleotide sequentie
van het L1-gen van HPV-18 virussen verzameld in de PASSYON studie in 2009 en 2011. De
grootte van de cirkels is gerelateerd aan het aantal virus-isolaten van een bepaald sequence-
type. De kleuren geven de zelf gerapporteerde bevolkingsgroep aan van de personen waaruit
deze virussen zijn geisoleerd.
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Kwantitatieve aspecten van HPV-infectie

Als onderdeel van monitoring van de effecten van HPV-vaccinatie wordt bij het CIb-IDS
verdiepend onderzoek uitgevoerd naar het verloop van HPV-infecties. Hierbij zijn wij in het
bijzonder op zoek naar markers voor persistente HPV-infecties. HPV-16/18-vaccinatie
voorkomt persistente HPV-16 en -18-infecties, maar incidente (kortdurende) infecties komen
nog wel voor bij gevaccineerde personen. Om inzicht te krijgen in de efficiéntie van het vaccin
tegen persistente infecties, is een goed beeld van het verloop van een infectie nodig. Vooral
om een antwoord te kunnen geven op de vraag of het mogelijk is om in een vroeg stadium
onderscheid te kunnen maken tussen een persistente en een klarende HPV-infectie.

In dit kader is een studie uitgevoerd naar de kwantitatieve aspecten van HPV-16/18-infectie
op moleculair niveau. Deze studie (CSI-studie) is uitgevoerd onder seksueel actieve,
ongevaccineerde vrouwen (16-29 jaar) die jaarlijks een vaginale swab insturen. Hierin wordt
de HPV-DNA-status bepaald.

Het CIb-IDS heeft een methode opgezet om de hoeveelheid HPV-16 of HPV-18 DNA (de virale
load) in positieve monsters te bepalen. Met behulp van deze qPCR-methode is onderzocht of
er verschillen zijn op kwantitatief niveau tussen persistente en klarende HPV 16/-18-infecties.
Een persistente infectie is hierbij gedefinieerd als type-specifieke HPV-positiviteit gedurende
twee opeenvolgende rondes. Een klarende infectie is gedefinieerd als type-specifieke HPV-
positiviteit in de eerste ronde, gevolgd door type-specifieke negativiteit in de ronde daarna.
In totaal zijn 133 persistente HPV-16 en 50 persistente HPV-18-infecties geanalyseerd. De virale
load van deze infecties is vergeleken met die van klarende infecties (96 HPV-16 en 62 HPV-18).
Monsters van persistente HPV-16 en HPV-18-infecties bleken beiden een significant hogere
virale load te hebben (p=0,015 en p=0,018 respectievelijk) in vergelijking met monsters van
klarende HPV-16 en HPV-18-infecties.

Deze informatie draagt bij aan het inzicht over HPV-persistentie. In de toekomst kunnen we
hiermee mogelijk in een vroeg stadium persistente en klarende HPV-16 en HPV-18 infecties
herkennen.

Dankbetuiging

Wij danken alle deelnemende GGD’en, medisch microbiologische laboratoria en
studiedeelnemers voor hun medewerking. Zonder hun medewerking is dit onderzoek niet
mogelijk.
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18 Bof, mazelen, rodehond (BMR) en vijfde ziekte (B1g9V):
diagnostiek, surveillance en uitbraakgerelateerd onderzoek

Auteurs: Daphne Gijselaar, Sigrid Gouma, Jeroen Kerkhof, Jeroen Cremer, Rob van Binnendijk
Contactpersoon: Rob van Binnendijk (rob.van.binnendijk@rivm.nl)

Achtergrond

Voor het Rijksvaccinatieprogramma voert het CIb-1DS diagnostiek, moleculaire typering en
uitbraakgerelateerd onderzoek uit van bof, mazelen en rodehond (rubella). Dit zijn meldings-
plichtige ziekten. De aanvragen voor diagnostiek en moleculaire typering zijn afkomstig van de
GGD’en en (ziekenhuis)laboratoria. De GGD neemt klinische monsters af bij clusters van één
van bovengenoemde ziektes in instellingen als kindercentra en scholen. Dit zijn de zogenaamde
artikel 26-meldingen. In het geval van exanthemen worden de monsters naast mazelen en
rubella ook getest op vijfde ziekte (B1gV).

Virale detectie exanthemen (mazelen, rodehond, vijfde ziekte)
Ten opzichte van 2014 ontving CIb-IDS in 2015 minder aanvragen voor mazelen en rubella.
Er zijn in totaal 62 klinische monsters onderzocht, afkomstig van go personen.

De GGD meldde hiervan 23 personen aan, op basis van het exantheem-algoritme. Dit vanwege
verdenking op mazelen, rodehond of vijfde ziekte. Voor de afname van het monstermateriaal
(vingerprikbloed en speeksel) gebruikten zij het afnamemateriaal dat het CIb-IDS aanbiedt.

In enkele gevallen is ook een keeluitstrijk of urine ingestuurd.

Van de overige 17 personen zijn de aanvragen en klinische materialen afkomstig uit perifere

(ziekenhuis)laboratoria. Hier ging het om keeluitstrijken (n=13), urines (n=8), sera ( n=2) en
éénmaal om liquor (Tabel 18.7).
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Tabel 18.1 Overzicht van diagnostiekaanvragen voor exantheemziekten bij CIb-IDS in 2015
(t/m week 50).

Monstertype Test GGD- Positief Laboratrium- | Positief
|nzend|ngen (%) |nzend|ngen (%)

Serum /Vinger- Mazelen IgM

prikbloed

Rodehond IgM 2 0 0 0

B19VIgM 11 3 (23 %) 0 0
Speeksel Mazelen PCR 21 2 (10 %) 0 0

Rodehond PCR 21 0 0 0
Keel/Neus/ Mazelen PCR 2 2(100 %) 13 1 (8 %)
Mond-uitstrijk

Rodehond PCR 2 0 13 0
Urine Mazelen PCR 2 0 8 1(13%)

Rodehond PCR 2 0 8 0
Overig Mazelen PCR 0 0 1 0

Rodehond PCR 0 0 1 0
Totaal 38 24

Speeksel, keeluitstrijk, urine en liquor zijn getest op aanwezigheid van mazelen- en rubella-
virus met behulp van real-time PCR. Het ingezonden serum is doorgestuurd naar het UMCU
(Universitair Medisch Centrum Utrecht), aan wie de mazelen- of rubella antistofbepaling
(Siemens/Enzygnost IgM/IgG) is uitbesteed.

Vingerprikbloed is opgewerkt tot serum. Dit materiaal is getest op de aanwezigheid van
B19V-specifieke IgM-antistoffen (Biotrin EIA). In de gevallen waar geen speeksel is afgenomen,
is het vingerprikbloed ook getest op de aanwezigheid van IgM-antistoffen tegen mazelenvirus
en rubellavirus. Hierbij is een gevalideerde protein (multiplex) array gebruikt, die in-house is
ontwikkeld. Het voordeel van de proteinarray is dat slechts een klein volume serum (1-2 pl)
nodig is voor deze bepalingen.

Op basis van moleculaire detectie (PCR) is bij vier personen mazelen vastgesteld. Rodehond is

niet aangetoond. Bij drie andere personen is de vijfde ziekte bevestigd op basis van een
positieve B1gV-lgM-serologie (Figuur 18.1).
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Moleculaire typering exanthemen
Het doel van moleculaire genotypering is om mogelijke bronnen van infectie en eventuele
secundaire transmissie (contacten) op te sporen.

Bij positieve PCR-bepalingen voor mazelen en rodehond, is aansluitend genotypering verricht.
Voor mazelenvirus is de PCR gericht op het meest variabele deel van het N-gen (450 bp), voor
het rubellavirus is dat het E-gen (739 bp). Beide gensegmenten hanteert de WHO momenteel
als standaard voor genotypering.

Met behulp van het programma Bionumerics analyseren we de sequenties, en vertalen dit naar
een genotype. Dit rapporteren we in een door de WHO geadopteerde en gestandaardiseerde
moleculaire database voor mazelen (MeaNS) of rubella (RUBENS). Beide databases zijn
doorgekoppeld naar Genbank. Vanaf 2015 zijn genotyperingsdata schriftelijk teruggekoppeld
aan de inzender, mits deze volledig waren. Waar mogelijk is hierbij de mogelijke bron van
infectie en/of relatie met een eventuele uitbraak gemeld.

Figuur 18.1 Aanvragen voor exantheemdiagnostiek bij CIb-IDS in 2015 per week (t/m week 50).
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Resultaat mazelen

In 2015 zijn er in Nederland in totaal zeven gevallen van mazelen bevestigd op basis van
laboratoriumdiagnostiek en gemeld in OSIRIS. Twee van deze gevallen zijn bevestigd met
behulp van serologie, de overige vijf met behulp van PCR. Veel laboratoria hebben in 2015
gehoor gegeven aan het verzoek om klinisch materiaal door te sturen naar het Clb-1DS voor
confirmatie (sera) en/of genotypering (PCR). Uit alle mazelen-PCR-positieve monsters is een
valide mazelensequentie verkregen voor genotypering (Tabel 18.2).
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Tabel 18.2 Overzicht van de mazelen genotypering en bronopsporing.

W
land

D8 2 nt verschil met Overijssel Bosnié import-
“Rostov on Don” gerelateerd
2 12 D8 "Rostov on Don" Zuid-Holland Niet bekend Niet bekend
3 26 B3 Noord-Holland Nederland importgere-

lateerd (Israél)

4 26 Geen klinisch Noord- Ethiopié geimporteerd
materiaal beschikbaar Brabant

5 18 Geen klinisch Noord-Holland Indonesié geimporteerd
materiaal beschikbaar

6 28 D8 "Rostov on Don" Noord-Holland Nederland import-
gerelateerd

7 26 D8 Zuid-Holland Indonesié geimporteerd
Genotype bron: MEANS

Bij casus 2 en 6 is een genotype D8 vastgesteld. De sequentie bleek identiek aan sequenties die
ook zijn geidentificeerd bij een grote uitbraak in Berlijn en omgeving (Duitsland, augustus
2014g-april 2015). Voorafgaand aan deze uitbraken zijn er grote uitbraken geweest in Bosnié-
Herzegovina die hiermee verband houden. Eén geval is in Nederland vastgesteld (casus 1).

Een andere casus (casus 7) bleek ook te zijn geinfecteerd met een genotype D8 mazelenvirus,
maar hier wijkt de sequentie sterk af van de hierboven genoemde gevallen. Vermoedelijk is
deze infectie opgelopen in Indonesié. Verder is een infectie vastgesteld met een genotype B3
mazelenvirus (casus 3). In de ziekteperiode van deze persoon is er mogelijk transmissie
geweest via familie in Israél, waar deze stam ook is vastgesteld.

Resultaat rodehond

Er zijn in 2015 enkele verdenkingen op rubella onderzocht, maar zonder een positief
laboratoriumresultaat. In OSIRIS is één persoon gemeld met een rubella-infectie. Het gaat
hier om een volwassen, ongevaccineerde man die de virusinfectie waarschijnlijk heeft
opgelopen in Afrika. De diagnose is vastgesteld op basis van een positieve rubella-IgM in
een perifeer laboratorium, maar dit is verder niet bevestigd.

Resultaat vijfde ziekte

In 2015 is bij drie van elf onderzochte personen met een verdenking op de vijfde ziekte een
infectie met B1gV vastgesteld. Dit op basis van een positieve B1gV-IgM in vingerprikbloed.
Twee van deze drie positief geteste personen behoorden tot hetzelfde cluster (locatie
Noord-Holland). De andere behoorde tot een cluster in de provincie Friesland.
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Virale detectie bof

Sinds 2009 zijn verschillende bofuitbraken gerapporteerd in Nederland. De meeste
bofpatiénten zijn volledig (2x) BMR-gevaccineerde personen. In 2015 zijn er 392 klinische
materialen ingestuurd afkomstig van 283 verschillende personen. Van de ingezonden
materialen zijn er 165 ingestuurd door de GGD’en. Deze zijn afkomstig van 93 personen.

Het ingezonden materiaal bestond uit speeksel (h=93) en in 72 van deze gevallen (77 %) is ook
een urinemonster ingestuurd. (Ziekenhuis)laboratoria stuurden 227 materialen in, afkomstig
van 190 personen. Dit waren vooral keel/neus/mond-uitstrijken, al dan niet in combinatie met
een urinemonster.

Deze materialen zijn naar Clb-IDS gestuurd voor detectie van viraal RNA met real-time PCR.
Daarnaast is een beperkt aantal sera ingestuurd voor een antistofbepaling (Tabel 18.3).

In totaal zijn 22 van deze 283 personen (8%) positief getest voor bof (Figuur 18.2).

Tabel 18.3 Overzicht van diagnostiekaanvragen voor bof bij CIb-IDS in 2015 (t/m week 50).

Monstertype Test GGD- Positief Laboratrium- | Positief
|nzend|ngen (%) inzendingen | (%)

serum Bof IgM 11 1 (9 %)
Speeksel PCR 93  11(12%) 11 0
Keel- / Neus-/ PCR 0 0 146 10 (7 %)
Mond-uitstrijk

Urine PCR 72 3 (4 %) 51 3 (6 %)
Overig PCR 0 0 8 0
Totaal 165 14 (8 %) 227  14(6 %)

Figuur 18.2 Aanvragen voor bofdiagnostiek bij CIb-IDS in 2015 per week (t/m week 50).
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Moleculaire typering bof

In geval van een PCR-positief resultaat voor bof is aansluitend genotypering verricht.
Voor deze typering wordt de sequentie van het small hydrophobic-gen (SH-gen, 316 nt)
gebruikt. Naast dit gestandaardiseerde gen is de sequencing bij CIb-1DS uitgebreid met
het haemagglutinine-neuraminidasegen (HN) (1749 nt) en het fusiegen (F) (1617 nt).

Deze uitbreiding levert belangrijke extra moleculaire informatie op die wordt gebruikt om
mogelijke transmissieketens in kaart te brengen. Deze aanvullende typeringsinformatie wordt
nu schriftelijk teruggekoppeld aan de inzenders. Waar mogelijk ontvangen zij ook informatie
over de mogelijke bron van infectie en/of relatie met een eventuele uitbraak.

Bof-genotypering (SH, F, HN) is uitgevoerd op de klinische materialen van personen die bij
CIb-IDS PCR-positief zijn bevonden (n=22). Daarnaast is de typering uitgevoerd op monsters
van twaalf patiénten die PCR-positief zijn getest in andere Nederlandse laboratoria. Hiervan is
klinisch materiaal opgestuurd naar Clb-IDS voor typering.

Uit 30 van de 34 onderzochte personen (88%) zijn valide sequenties verkregen (Figuur 18.3).
Op basis van epidemiologische gegevens uit het nationale registratiesysteem (OSIRIS) en van
onze moleculaire genotyperinsdata, is vastgesteld dat een groot deel van deze personen
behoort tot één bofcluster (moleculair cluster A). De eerste gevallen uit dit cluster zijn
gerelateerd aan een hockeyvereniging in Zuid-Holland (epidemiologisch cluster 1, 13 personen
in totaal waarvan 5 getypeerd). Later vastgestelde gevallen zijn gerelateerd aan een uitgaans-
gelegenheid en een school in diezelfde regio (epidemiologisch cluster 2, 7 personen in totaal
waarvan 1 getypeerd). Uit de moleculaire genotyperingsdata blijkt dat het bofvirus in het
hockeycluster niet te onderscheiden is van het bofvirus dat gevonden is bij de personen uit
het cluster van de uitgaansgelegenheid en de school (moleculair cluster A). Dit duidt op
transmissie van het bofvirus tussen deze drie epidemiologische clusters. Verder is in

3 personen een virus aangetroffen dat niet te onderscheiden is van het virus in cluster1en 2,
echter zonder epidemiologische link (moleculair cluster B). De overige 12 personen behoren
op basis van de moleculaire data niet tot één van de clusters. Op basis van moleculaire
typeringsdata zijn deze bofvirussen niet te onderscheiden van de virussen in de drie clusters.
Op basis van de moleculaire data kunnen we concluderen dat het virus minimaal zes maanden
(van week 13 tot week 34) heeft gecirculeerd.
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Figuur 18.3 Bofvirusclustering op basis van de ‘bridging’ van moleculaire en epidemiologische
analyse (n=27). Epidemiologisch cluster 1 is gelinkt aan een hockeyvereniging;
Epidemiologisch cluster 2 is gelinkt aan een uitgaansgelegenheid en een school.
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19 Karakterisering van influenzavirussen uit de influenza surveillance
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Influenza-surveillance

In het afgelopen respiratoire surveillanceseizoen, dat liep van 1 oktober 2014 tot en met

30 september 2015, beleefden we de langste griepepidemie ooit in Nederland geregistreerd.
In week 50 van 2014 overschreed de incidentie van influenza-achtige ziektebeelden de
epidemische grens van 51 gevallen per 100.000 inwoners. Deze verhoogde incidentie duurde
tot week 18 in 2015, en daarmee duurde de griepepidemie dus in totaal 21 weken.

Opvallend was het grote aantal influenza B/Yamagata-virussen die we gedurende het hele
seizoen bij CIb-IDS hebben gedetecteerd (Figuur 19.1, Tabel 19.1). Het seizoen werd
gedomineerd door influenzavirus A(H3N2) en influenzavirus B van de B/Yamagata/16/88
fylogenetische lijn (Tabel 19.1). In geringe mate toonden we ook A(H1N1)pdmog-influenza-
virussen aan (Tabel 19.1).

Tabel 19.1 Overzicht van geteste monsters en gedetecteerde/gesequencete influenzavirussen
per bron.

Bron van de Monsters | InfA/ | A(HIN1) | A(H3N2)
monsters getest nt? pdmo09 Victoria | Yamagata
Totaal
1

Huisartsen 1475 35/12° 241/42° 0 3/0 118/28°
peilstation
surveillance

Bijzondere 25 0 0 25/18° 0 0 0
moleculaire

diagnostiek

aanvragen

MERS-CoV a1 2
verdachte
patiénten

—_

10/5° 0 0 10

“ Geen subtype/lineage van bepaald.
b Aantal gedetecteerd/aantal gesequencet.
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Figuur 19.1 Overzicht van influenzavirus, respiratoir syncytieel virus (RSV), rhinovirus en
enterovirus in monsters uit de huisartsen peilstation surveillance van influenza-achtige
ziektebeelden (IAZ) en andere acute respiratoire infecties (ARI). Boven de kolommen is het
aantal geteste monsters weergegeven. Bij IAZ is ook het verloop van de IAZ incidentie
weergegeven.
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Genetische en antigene-analyse

Sequentieanalyse geeft inzicht in de evolutie en de genetische veranderingen van het virus
gedurende een bepaalde periode. Ook de mogelijke invloed van die veranderingen op de
fenotypische eigenschappen van het virus (antigeen en antiviraal) kunnen we daarmee
bestuderen. Daarom sequencen we influenzavirussen die aan het begin, in het midden en aan
het einde van het seizoen zijn gedetecteerd. Daarnaast sequencen we ook zo veel mogelijk
influenzavirussen van patiénten met een buitenlandhistorie. Dit om inzicht te krijgen in welke
virussen het land worden binnengebracht. Als de hoeveelheid virus in het klinisch monster
voldoende is, sequencen we direct op het klinische monster. Daarmee voorkomen we dat we
mutaties detecteren die door kweek worden geinduceerd. Een deel van de door ons gekweekte
virussen worden met hemagglutinatie-remming (HAR) gekarakteriseerd. Hierbij worden
frettensera gebruikt, gericht tegen referentiestammen. Dit karakteriseren doen we om de
mate van antigene gelijkenis van circulerende virussen met de vaccinstammen te bepalen.

De resultaten worden beschouwd als een ‘proxy’; een surrogaatmaat voor de mate waarin
het influenzavaccin bescherming kan bieden. Voor dat onderzoek werken we samen met het
Nationaal Influenzacentrum locatie Erasmus MC en het WHO wereldinfluenzacentrum in
London (WICQ).

A(H3N2)-virussen

Influenzavirus A(H3N2) vertoont de laatste jaren veel genetische drift. Dat betekent dat er
gemuteerde virussen ontstaan die voldoende vitaal zijn om grote groepen mensen te
infecteren. Ze worden zichtbaar in een fylogetische boom als nieuwe genetische groep; een
‘clade’. Dit kan samengaan met veranderde antigene eigenschappen, antigene drift, en
mismatch met de virusstam die in het vaccin is opgenomen.

Voor de fylogenetische bomen die we in dit rapport laten zien, hebben we alleen de
influenzavirussen gebruikt die we uit de huisartsenpeilstations hebben verkregen. Hiermee
kunnen we de diversiteit van de verspreiding van influenzavirussen in Nederland aantonen.
Eerder hebben we laten zien dat import vanuit andere landen, zoals door pelgrims uit Saudi-
Arabié, niet zondermeer leidt tot epidemische verspreiding van de virussen die zij het land
inbrengen (zie Clb-IDS rapportage 2014). De evolutionaire ontwikkeling van influenzavirus
A(H3N2) over de afgelopen drie seizoenen hebben we in Figuur 19.2 en 19.3 weergegeven.

In Figuur 19.2 is zichtbaar hoe clades 3C.3 (deze was dominant) en 3C.2 van seizoen 2012-2013,
in seizoen 2013-2014 verder diversifiéren. Hoofdzakelijk gebeurt dat in clade 3C.3. In Figuur
19.2 is ook te zien dat in seizoen 2014-2015 uit deze diverse clades de goed gedefinieerde
clades 3C.2a en 3C.3b ontstaan. Deze staan genetisch vrij ver af van de virussen uit seizoen
2013-2014. Uit clade 3C.3 ontstond ook clade 3C.3a, maar die is in Nederland in 2014-2015 in
slechts één Hadj-pelgrim gevonden (niet getoond in de figuur). Figuur 19.2 laat ook zien dat
de vaccinstam voor 2014-2015 in de fylogenetische boom vrij ver verwijderd is van de
influenzavirussen van seizoen 2014-2015. Wat dit betekent, bespreken we verder in de
paragraaf over antigene karakterisering.
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Figuur 19.2 Maximum parsimony fylogenetische boom van het hemagglutinine genoom
segment van A(H3N2) influenzavirussen uit de seizoenen 2012-2013 (blauw), 2013-2014
(geel) en 2014-2015 (violet). De vaccinstam A/Texas/50/2012, gebruikt in de vaccins voor
2013-2014 en 2014-2015, is aangegeven in paars. De positie van de diverse clades is
aangegeven; details in Figuur 19.3.
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In Figuur 19.3 kijken we in meer detail naar de evolutie die leidt tot de clades die in seizoen
2014-2015 dominant waren. Clade 3C bestaat in seizoen 2012-2013 uit een drietal takken.
De meeste virussen behoren dan tot clade 3C.3 en een klein deel tot clade 3C.2. Clade 3C.2-
virussen vonden we tegen het einde van seizoen 2012-2013. Een derde tak loopt dood. In
seizoen 2013-2014 vinden we virussen die nog behoren tot de moeder-clade 3C.3, maar ze zijn
wel vrij divers. Daarnaast zien we een homogene groep van clade 3C.2-virussen. Tegen het
einde van seizoen 2013-2014 vinden we de eerste virussen die behoren tot clade 3C.3b. In
seizoen 2013-2014 vinden we ook nog een apart cluster van clade 3C.3. Dit cluster is vrij ver
verwijderd van de andere stammen in seizoen 2013-2014. De stammen met nummers
RIVMg311400344 en RIVM4311400345, komen van dezelfde inzendende praktijk. Verder
hebben we geen verband gevonden tussen de patiénten in dit cluster.

In seizoen 2014-2015 vinden we clade 3C.2 niet meer. Deze is opgevolgd door de homogene
clade 3C.2a. Van moeder-clade 3C.3 vinden we nog één stam in 2014-2015: A/Netherlands/
1919/2015. In Figuur 19.3 is te zien dat clade 3C.3 zich in 2014-2015 verder heeft geévolueerd tot
een homogene clade 3C.3b.

Naast de besproken influenzavirussen uit de peilstations, hebben we in 2014-2015 ook
monsters ontvangen voor bijzondere aanvragen. Dit waren onder andere monsters van de
Nederlandse Antillen om influenzavirussen te karakteriseren en van MERS-CoV-verdenkingen
waarin we influenzavirus detecteerden. Deze virussen hebben we gesequencet. De A(H3N2)-
virussen van de Antillen vielen vooral in clade 3C.3 en die van de pelgrims uit Saoedi-Arabié
vooral in clade 3C.2a (niet getoond in de figuren).

Tijdens seizoen 2014-2015 is in de nationale en internationale media veel aandacht geweest
voor de circulerende virusstammen. De circulerende A(H3N2)- en B/Yamagatalijn-virussen
kwamen antigeen niet overeen met de vaccinstammen. Het is om verschillende redenen lastig
om de juiste influenzavirussen te voorspellen. Vanwege de productietijd van het vaccin, moet
de keuze voor vaccinstammen een halfjaar voordat het griepseizoen begint gemaakt worden.
Dat gebeurt op basis van de dan beschikbare fylogenetische en antigene karakteriseringen van
het virus én een prognose van hoe het virus in het komende halfjaar zal evolueren. Het seizoen
2013-2014 begon half januari 2013 en duurde heel kort. Slechts twee weken is de incidentie
boven de epidemische grens uitgekomen. In heel West-Europa was het influenzaseizoen mild.
Het gevolg was dat er in februari 2014 relatief weinig gekarakteriseerde influenzavirussen
beschikbaar waren. Dit maakte het lastig om recente evolutionaire ontwikkelingen in kaart te
brengen. Het is daarnaast ook lastig om een ei-geisoleerd virus te vinden dat antigeen goed
past bij recent circulerende virussen. Dit komt doordat bij kweek op eieren de antigene
eigenschappen van het virus kunnen wijzigen. Dit terwijl voor het vaccin juist ei-geisoleerd
virus noodzakelijk is, want de registratie van het vaccin als geneesmiddel is daarop gebaseerd.
Daarnaast plaatst de natuur ons ook regelmatig voor verrassingen die helemaal niet te
voorzien zijn.
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Figuur 19.3 Neighbor Joining fylogenetische bomen van het hemagglutinine genoom
segment van A(H3N2) influenzavirussen uit de seizoenen 2012-2013, 2013-2014 en
2014-2015. A) Evolutionair traject naar clade 3C.2a; B) Evolutionair traject naar clade 3C.3b.
Naast cruciale afsplitsingen zijn de clade-definiérende aminozuur substituties in het HA1
weergegeven. De stammen in violette rechthoek komen uit seizoen 2013-2014.
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Tijdens het seizoen 2014-2015 hebben we bij CIb-1DS zo veel mogelijk influenzavirussen uit
PCR-positieve monsters geisoleerd in celkweek (zie hoofdstuk 22). Deze virusisolaten
gebruiken we voor aanvullende sequencing, antivirale gevoeligheid en antigene karakterisering.
Uit een aantal klinische materialen, waaruit we het hemagglutinine, neuraminidase en
matrixgen compleet gesequencet hebben, is het gelukt het virus in celkweek te isoleren.

Van een selectie van deze virusisolaten hebben we kweekmateriaal opgestuurd naar het WIC
in Londen voor uitgebreide antigene karakterisering. De resultaten daarvan presenteren we in

dit rapport.

Tweeéntwintig opgestuurde influenza A(H3N2)-stammen uit diverse bronnen zijn door het
WIC getest. Het lukte hun in negen gevallen niet om een voldoende hoge hemagglutinatietiter
te verkrijgen. Het ging om zeven van de negen stammen uit clade 3C.2a en twee van de acht
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stammen uit clade 3C.3b (Tabel 19.2). De oorzaak is dat het neuraminidase meedoet in de
hemagglutinatie. Als dit geremd wordt met oseltamivir blijft er onvoldoende titer over om
een HAR uit te kunnen voeren. Van de zes influenza A(H3N2)-clade 3C.2a-stammen uit de
huisartsenpeilstationsurveillance kon slechts in één geval een HAR worden gedaan. Van de
twee stammen uit clade 3C.2a kon wel een HAR worden gedaan. Deze stammen hebben een
lage HAR-titer met het antiserum tegen de vaccinstam A/Texas/50/2012. Dit duidt erop dat
deze virussen antigeen verschillen. Vaccinatie met dit vaccinvirus heeft mogelijk minder
bescherming geboden tegen de circulerende clade 3C.2a virussen (Tabel 19.2). De
gekarakteriseerde clade 3C.3b-virussen vertonen echter een vergelijkbare HAR-titer als de
vaccinstam. Dit duidt erop dat het vaccin mogelijk goede bescherming heeft geboden tegen
deze clade (Tabel 19.2).

Tabel 19.2 Hemagglutinatieremmings(HAR)titers van A(H3N2- virusisolaten van verschillende
inzenders en clades met frettenserum tegen de vaccinstam A/Texas/50/2012 in vergelijking
met de homologe HAR titer.

Genetische clade | HAR titer met frettenserum tegen
A/Texas/50/2012

A/Netherlands/507/20142 3C.2? 40
A/Netherlands/1903/2015" 3C.2? 80
A/Netherlands/395/2014¢ 3C.3 80
A/Netherlands/779/2014¢ 3C.3 320
A/Netherlands/778/2014¢ 3C.3 320
A/Netherlands/773/2014¢ 3C.3 160
A/Netherlands/398/2014¢ 3C.3° 40
A/Netherlands/1497/2015" 3C.3° 160
A/Netherlands/1034/2015° 3C.3° 640
A/Netherlands/1018/2015" 3C.3° 640
A/Netherlands/1916/2015" 3C.30 640
A/Netherlands/1726/2015° 3C.3° 640
A/Netherlands/525/2014° 3C.3° 320
A/Texas/50/2012¢ 3C.1 1280

a Afkomstig uit laboratorium surveillance Erasmus Medisch Centrum locatie Nationaal Influenza Centrum.
b Afkomstig van huisartsenpeilstationpatiénten.

¢ Afkomstig uit het buitenland.

d Hadj-pelgrim.

e Vaccinstam 2014-2015.
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Hierbij moet wel bedacht worden dat de HAR een in vitro-test is waarin alleen smalreagerende
antistoffen tegen de vaccinstam gebruikt worden. Invivo heeft de patiént een historie van
voorgaande vaccinaties en infecties, die bij deze HAR-test niet worden meegewogen.

A(H1N1)pdmog-virussen

In het seizoen 2014-2015 detecteerden we in de huisartsenpeilstationsurveillance 35 influenza
A(H1N1)pdmog-positieve monsters (Figuur 19.1). Dat is 12,6% van het totaal aantal type
A-influenzaviruspositieve monsters. Twaalf van de 35 monsters hebben we gesequencet
(Tabel 19.1), en deze vallen allen in clade 6B. De HAR-titers die het WIC bepaalde in de vijf
door hen geteste virussen, verschilden minder dan een viervoud met de HAR-titer van de
vaccinstam met het homologe antiserum. Dit duidt erop dat de antigene verschillen klein zijn
tussen de vaccinstam A/California/7/2009 en de circulerende influenza A(H1N1)pdmog-
virussen. De antistoffen die het vaccin opwekt herkennen het circulerende virus in dezelfde
mate als de vaccinstam zelf, wat gunstig is voor de werking van het vaccin.

B-type virussen

Influenza B-virusinfecties hadden een flink aandeel in de duur van de epidemie (Figuur 19.1).
De laatste zes tot zeven weken van de epidemie werden gedomineerd door de vele influenza
B-gevallen. Influenza B-virus van de B/Yamagata/16/88-fylogenetische lijn was dominant
(Tabel 19.7). Alle B/Yamagatavirussen die we gesequencet hebben, vallen in clade 3. Vier
virusisolaten zijn getest in de HAR door het WIC. Hiervoor gebruikten zij antisera tegen de
vaccinstam B/Massachusetts/ 02/2012 uit clade 2 en antisera tegen stammen uit verschillende
andere clades. De HAR-titer van één van de vier virussen met de vaccinstam had minder dan
een viervoud verschil met de HAR-titer van de vaccinstam met het homologe antiserum. De
andere drie hadden een hoger HAR-titerverschil. Dit wijst erop dat de verschillen in antigene
determinanten tussen de vaccinstam en de circulerende influenza B-virussen aanzienlijk
waren. Daardoor bood het 2014-2015-vaccin mogelijk verminderde bescherming tegen
influenzavirus B-infecties. De vaccinstam in het vaccin voor 2015-2016 (B/Phuket 3073/2013),
behoort net zoals de circulerende virussen tot clade 3. In de HAR door het WIC gaf dat voor alle
vier de stammen een vergelijkbare HAR-titer met die van de vaccinstam. Dat wijst erop dat
deze stam antistoffen induceert die beter passen op de circulerende stammen van seizoen
2014-2015. Daarom is het vaccin voor 2015-2016 daar ook op aangepast.

Beschouwing en conclusie

Het influenzaseizoen 2014-2015 werd gedomineerd door influenzavirus A(H3N2) en
influenzavirus B/Yamagata-lijn. Influenzavirus A(H1N1)pdmog is door ons maar weinig
gedetecteerd. Na twee seizoenen waarin influenzavirus A(H3N2) veel genetische drift
vertoonde, kenmerkte seizoen 2014-2015 zich door relatief weinig drift. We hebben laten zien
dat beide circulerende clades 3C.2a en 3C.3b van influenzavirus A(H3N2), een grote mate van
homologie binnen de clade vertonen. De antigene gelijkenis van een aanzienlijk deel van de
circulerende influenza A(H3N2)-virussen en van de influenza B/Yamagata-virussen met de
respectievelijke vaccinstammen liet te wensen over. Dit in tegenstelling tot de influenza
A(H1N1)pdmog-virussen, die goede gelijkenis vertoonden met de vaccinstam. Met de
uitgebreide sequentiedatasets en kweekfaciliteiten hebben we een bijdrage aan de nationale
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surveillance van influenza geleverd. De bijdrage aan het WHO-netwerk dat wereldwijd
influenza monitort was van belang uit internationaal perspectief. Met de geleverde data is de
WHO in staat om prognoses te maken en risico’s te inventariseren voor een goed afgewogen
keuze van stammen voor het vaccin voor het volgende seizoen.
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Achtergrond

Het Respiratoir Syncytieel Virus (RSV) wordt meestal geassocieerd met luchtweginfecties

bij jonge kinderen en de ontwikkeling van astma/piepende ademhaling op oudere leeftijd.

Bij de meeste gezonde volwassenen presenteert een RSV-infectie zich als een verkoudheid.
Toch lijden ook kwetsbare ouderen aan een RSV-infectie. De sterfte ten gevolge van een
RSV-infectie onder personen ouder dan 65 jaar wordt in Nederland geschat op 1685 per
winterseizoen. Dit aantal is vergelijkbaar met de 2110 overlijdens per seizoen door een
influenzavirus type A-infectie (Van Asten et al., J Infect Dis. 2012;206:628-39). Daarom hebben
we de detectie van RSV opgenomen in de surveillance van influenza-achtig ziektebeeld (IAZ)
en andere acute respiratoire infecties (ARI).

Surveillance van Respiratoir Syncytieel Virus

De surveillance van IAZ en ARI in Nederland voeren we uit in een netwerk van huisartsen-
peilstations. Het NIVEL (Nederlands instituut voor onderzoek van de gezondheidszorg)
coodrdineert dit netwerk. Naast registratie van de IAZ-incidentie door het NIVEL, nemen de
huisartsen respiratoire monsters af voor virologisch onderzoek. Dit doen we onder andere om
de oorzaak van de toenemende IAZ-incidentie te kunnen verklaren. We vragen de huisartsen
om het hele jaar per week één neuswat en één keelwat af te nemen bij minimaal twee
patiénten met een IAZ. Bij voorkeur is één van de patiénten jonger dan tien jaar. Heeft de
huisarts geen patiént met een IAZ, dan vragen we hen om bij patiénten met een andere ARl
een neuswat en een keelwat af te nemen. Van alle bemonsterde patiénten verzamelen we ook
de demografische, klinische en epidemiologische gegevens. Op het Clb-IDS analyseren we

de monsters op aanwezigheid van influenzavirus, RSV, rhinovirus en enterovirus (zie ook
hoofdstuk 19).

In dit rapport presenteren we de resultaten van tien jaar RSV-surveillance.

Karakterisering van RSV-infecties

In de gegevens van de surveillance van 2005-2015, is over de seizoenen heen enige fluctuatie
van RSV-circulatie zichtbaar (Figuur 20.1). Er is echter geen grote variatie in het tijdstip van de
start en het einde van RSV-circulatie en in het tijdstip van piekincidentie. Ook is de verdeling
van RSV-subgroepen A en B in een seizoen over het algemeen vergelijkbaar tussen de
verschillende seizoenen. Soms is er een enkel seizoen met meer RSV-A dan RSV-B, en soms
domineert RSV-B (Figuur 20.1).
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Figuur 20.1 Seizoenscirculatie van RSV-subgroepen A en B, gemeten in monsters afgenomen
in de huisartsenpeilstationsurveillance voor influenza-achtig ziektebeeld en andere acute
respiratoire infecties, 2005-2015.
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De leeftijdsverdeling van RSV-positieve patiénten is zeer asymmetrisch. Bij kinderen jonger
dan tien jaar komt de infectie het meest voor, en in toenemende mate vanaf vijftig jaar
(Figuur 20.2A). Binnen de leeftijdsgroep jonger dan tien jaar, is bijna een kwart van de kinderen
jonger dan één jaar positief voor RSV. Dit neemt gradueel af tot minder dan 5% vanaf zes jaar
(Figuur 20.2B). Dit bevestigt het gegeven dat de meest vatbare en kwetsbare groep voor deze
infectie vooral kinderen zijn die jonger zijn dan één jaar en nog geen RSV-infectie hebben
doorgemaakt. Het percentage RSV-positieve kinderen onder kinderen met luchtwegklachten
jonger dan één jaar, is mogelijk hoger dan de circa 25% die we in de surveillance vinden. De
reden daarvoor is dat afnemen van een keelwat en neuswat belastend is voor deze jonge
kinderen. Daarnaast moeten ouders daar toestemming voor geven en als er geen medische
noodzaak is, nemen huisartsen niet zo snel monsters af bij zulke jonge kinderen.
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Figuur 20.2 Leeftijdsverdeling van RSV-subgroep A en B-positieve patiénten in de
huisartsenpeilstationsurveillance voor influenza-achtig ziektebeeld en andere acute
respiratoire infecties, 2005-2015. In (A) de leeftijdsgroepen van tien jaar en (B) de
leeftijdsgroep van tien jaar uitgesplitst in leeftijdsgroepen van één jaar.
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Er is discussie over de beste casusdefinitie voor surveillance van RSV en voor ernstige en zeer
ernstige RSV-infecties (Modjarrad et al., Vaccine 2016;34:190-197). In de peilstationsurveillance
zijn de belangrijkste symptomen van een RSV-infectie voor alle leeftijden: acuut begin van de
symptomen, koorts en hoesten (Figuur 20.3). Dit geldt ook voor kinderen jonger dan één jaar
(niet getoond). Van deze drie symptomen is hoesten het enige dat vaker voorkomt onder
RSV-positieve patiénten dan onder RSV-negatieve patiénten met een klinische diagnose
influenza-achtig ziektebeeld of een andere acute respiratoire infectie. Ook blijkt bij alle
leeftijden, dat RSV-positieve patiénten vaker door de huisarts klinisch gediagnosticeerd
worden met een andere acute respiratoire infectie dan met een influenza-achtig ziektebeeld.
Voor kinderen jonger dan één jaar is dat bij ongeveer een derde van de patiénten het geval
(niet getoond). De proportionele verdeling naar symptomen en klinische diagnose is
vergelijkbaar voor de subgroepen RSV-A en RSV-B (Figuur 20.3).

Figuur 20.3 Proportie specifieke symptomen en klinische diagnose onder RSV-subgroep
positieve patiénten uit de huisartsenpeilstationsurveillance voor influenza-achtig ziektebeeld
(IAZ) en andere acute respiratoire infecties (ARI), 2005-2015.
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Actieve en passieve vaccinatie

De laatste jaren wordt veel onderzoek gedaan naar het ontwikkelen van een vaccin tegen RSV.
Kandidaat-eiwitten voor RSV-vaccins zijn het aanhechtingsglycoproteine G en het fusie-eiwit
F. Beide eiwitten zitten op de buitenkant van het RS-virus. Aanvankelijk werd het G-eiwit als
beste kandidaat gezien, maar experimentele vaccins met dit eiwit leveren een teleurstellend
resultaat. De laatste tijd richten vaccinonderzoekers zich in toenemende mate op het F-eiwit.
De prefusie vorm van het F-eiwit bevat epitopen voor neutraliserende antilichamen. Hoewel
actieve immunisatie nog in ontwikkeling is, bestaan er wel geregistreerde middelen voor
passieve immunisatie. Dat zijn monoklonale antilichamen (Palivizumab en Motavizamab)
gericht tegen het F-eiwit. Het blijkt onder andere bij premature kinderen effectief om in het
eerste levensjaar dit vaccin maandelijks toe te dienen, en daarmee RSV-infecties te voorkomen
(Blanken et al., N Engl ) Med. 2013;368:1791-9).

Kennis van de antigene determinanten die betrokken zijn bij de immuunrespons is belangrijk
voor goede vaccins en de monitoring van de effectiviteit van zowel de actieve als passieve
vaccins. Zowel kennis over welke delen van het eiwit antigene determinanten zijn, als over de
variatie van deze determinanten, is belangrijk. Dit om eventuele natuurlijke escape-varianten
op te sporen. Om hier meer inzichtin te krijgen hebben wij zowel het G-eiwitgen als het
F-eiwitgen direct uit RSV-positieve klinische monsters uit de laatste seizoenen gesequencet.

G-eiwit

Over de periode 2011-2015 hebben we het G-eiwitgen van een subset van RSV-positieve
monsters gesequencet om het G-eiwit te karakteriseren. Daarnaast hebben we daarmee ook
de evolutionaire ontwikkeling van het G-eiwitgen in kaart gebracht (Figuur 20.4). Zowel RSV-A
als RSV-B hebben sinds een aantal jaren duplicatie-inserties van respectievelijk 72 en 60
nucleotiden. Deze duplicatie-inserties bevinden zich bij beide RSV-subgroepen op een
vergelijkbare plek in het G-eiwitgen. Het is niet bekend of deze duplicatie-inserties ook invloed
hebben op mogelijke neutralisatie door antistoffen. Alle RSV-B vertonen deze duplicatie-
insertie (Figuur 20.4B). Voor RSV-A zijn in 2012-2013 en in 2014-2015 nog enkele virussen
gevonden zonder de duplicatie-insertie (Figuur 20.4A). Naast de analyse van deze duplicatie-
insertie is sequencen van het G-eiwit ook belangrijk voor moleculaire epidemiologie. In 2012
hebben we daarmee een uitbraak van RSV-B in een verpleeghuis kunnen onderzoeken
(CIb-IDS rapportage 2013; Meijer et al., J Am Geriatr Soc. 2013;61:2230-1).
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Figuur 20.4 Maximum parsimony trees van het G-eiwit van RSV-A- (A) en RSV-B- (B) positieve
monsters vanaf 2011. De afstanden tussen de nodes zijn als logaritme van de werkelijke
afstand weergegeven.
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F-eiwit

In 2012 hebben we in samenwerking met het Wilhelmina Kinderziekenhuis te Utrecht
onderzoek gedaan naar een stukje van het F-eiwit. Het gaat om antigene site Il, waarop de
monoklonaal Palivizumab aangrijpt. Prematuur geboren kinderen in 2008-2010 zijn met
Palivizumab behandeld of met een placebo (Blanken et al., N Engl J Med. 2013;368:1791-9).
Van deze kinderen zijn regelmatig monsters afgenomen, die we op het CIb-IDS hebben getest
op RSV en andere veroorzakers van luchtweginfecties. Op de RSV-positieve monsters hebben
we sequentie-analyse van het F-eiwit gen uitgevoerd, omdat behandeling met Palivizumab
mogelijk tot ontwikkeling van ‘escape’-varianten kan leiden. Ter vergelijking hebben we ook
sequentie-analyse uitgevoerd op RSV-positieve monsters uit de huisartsenpeilstation-
surveillance van 2011 en 2012. Deze monsters hebben we uitgebreid met RSV-positieve
monsters uit de peilstationsurveillance vanaf 2013 tot en met 2015. De antigene site Il van het
F-eiwit blijkt erg stabiel. In de peilstationsurveillance hebben we tijdens de Palivizumab
trialperiode één RSV-A gevonden met een S276N aminozuursubstitutie. In alle RSV-A en
RSV-B-monsters uit zowel de trial als de peilstationsurveillance in de trialperiode, hebben we
in de antigene site Il verder geen aminozuursubstituties gevonden. In het seizoen 2014-2015
duikt deze aminozuursubstitutie weer op. Sequencen van 30 RSV-B-monsters uit dat seizoen,
resulteerde in zes monsters met de S276N aminozuursubstitutie. Het is echter eerder door
anderen invitro aangetoond dat deze natuurlijke variant geen invlioed heeft op neutralisatie
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door Palivizumab. Van enkele RSV-A en RSV-B-virussen hebben we de prefusie antigene site o
gesequencet. Vergeleken met stammen uit de publieke GenBank-database, vertonen deze
virussen geen extra substituties. De komende tijd gaan we meer RSV-positieve monsters
sequencen, om inzicht te krijgen in de werkelijke natuurlijke variatie van de antigene site o van
het F-eiwit van Nederlandse RS-virussen.

Beschouwing en conclusie

Met onze RSV-surveillance hebben we meer inzicht gekregen in de invioed van RSV-infecties
op de publieke gezondheid. Met de resultaten leveren we ook een bijdrage aan de argumenten
om tot een vaccin te komen waarmee RSV-infecties kunnen worden voorkomen, vooral bij
jonge kinderen. Met onze peilstationsurveillance en de sequencing-benadering kunnen we de
invloed van vaccinatie op de evolutie van RSV en de eventuele ontwikkeling van escape-
variantvirussen monitoren. Onze diagnostische data in combinatie met demografische,
epidemiologische en klinische patiéntgegevens dragen bij aan het WHO-initiatief voor een
wereldwijde surveillance van RSV (Modjarrad et al., Vaccine 2016;34:190-197). Wat nog in onze
opzet ontbreekt is surveillance van RSV onder patiénten met ernstige acute respiratoire
infecties. Binnen het CIb-1DS ontwikkelen we nieuwe initiatieven om dit gat op te vullen.
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Achtergrond

Sinds september 2015 biedt CIb-IDS geen hepatitis E-virus serologie meer aan voor de
microbiologische laboratoria. CIb-IDS is verantwoordelijk voor ‘bijzondere diagnostiek’.
Gezien de ontwikkelingen op het gebied van ELISA voor hepatitis E-virus valt deze serologie
niet langer in deze categorie.

Serologieaanvragen hepatitis E (HEV)

Vergelijking van de resultaten van de serologie en de moleculaire detectie (PCR) zoals
hieronder is weergegeven, heeft betrekking op de periode tot 1 september201s. De beste
correlatie tussen PCR en serologie is met de IgM-ELISA. Als de IgM-ratio hierin wordt
meegewogen is de correlatie het best voor de hoge IgM-ratio’s. In de categorie IgM-ratio’s
7 t/m 10 is ongeveer twee derde van alle monsters positief in de PCR. IgM-ratio’s minder dan
vier zijn zelden positief in de PCR (Figuur 21.1). Sinds 2012 is vooral het aantal IgM-positieve
monsters in de hogere ratio’s gestegen (Figuur 21.2).

Figuur 21.1 IgM-ratio versus PCR-resultaat. Van HEV-serologieaanvragen met een positieve
ELISA-uitslag (ratio > 1.0) is de afgeronde ratio vergeleken met de PCR-uitslag. Sera met hoge
ratio’s zijn meestal positief in de PCR.
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Figuur 21.2 Lage versus hoge IgM-ratio’s. Van HEV-serologieaanvragen met een positieve
ELISA-uitslag (ratio > 1.0) is de afgeronde ratio ingedeeld in hoog (7 tot en met 10) en laag
(1 tot en met 6) voor de afgelopen jaren. Vooral het aantal sterk positieve monsters is de
laatste jaren toegenomen.
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Moleculaire detectie en typering

Hepatitis E-PCR en -typering kunnen Medisch Microbiologische Laboratoria nog steeds bij
Clb-1DS aanvragen. Naar aanleiding van de toename van het aantal Hepatitis E-gevallen in
2014, is in 2015 een case-control onderzoek gestart door de afdeling Epidemiologie van het Clb
(de HEVIG-studie). CIb-IDS verzorgt voor de in dit kader gemelde gevallen de typering van de
hepatitis E-virus (HEV) stammen. De deelnemende Medisch Microbiologische Laboratoria
hebben in dit onderzoek de belangrijke rol om de cases te selecteren. Dit case-control
onderzoek komt niet te laat, aangezien het aantal hepatitis E-gevallen in 2015 nog weer verder
is toegenomen in vergelijking met 2014. De toename en de extra aandacht hebben ertoe geleid
dat er tot december in 2015 een ongekend groot aantal van 190 PCR-positieve monsters
beschikbaar was voor typering. Dit is ongeveer evenveel als de 189 in de jaren 2010 tot en met
2014 samen. De verdeling van de afname data van de PCR-positieve monsters is niet
gelijkmatig over de maanden van het jaar verdeeld. Met de recente grotere aantallen lijkt er
sprake te zijn van een seizoenspiek gedurende de zomermaanden (Figuur 21.3). Waarschijnlijk
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is dit effect nog beter zichtbaar als voor de monsters zonder vermelde afnamedatum (kolom
blank) dit gegeven wordt aangevuld.

Figuur 21.3 HEV-positieve monsters per maand. Het aantal HEV-PCR-positieve monsters per
maand op basis van afnamedatum is vergeleken voor 2015 (n=190) met de voorgaande jaren
(n=189). HEV wordt vaker gevonden in de zomermaanden dan in de wintermaanden.
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Het merendeel van de getypeerde stammen behoorde tot het type 3: dit waren er 145 in de
periode 2010-2014 en 138 in 2015. De overige stammen waren niet typeerbaar, meestal door
een te lage titer. Net als in voorgaande jaren behoort een groot deel van de type 3-sequenties
tot het subtype 3c. Dit type lijkt endemisch te zijn in Nederland en Duitsland. Het wordt sinds
kort ook in Engeland vaak gevonden (ljaz S et al., J Infect Dis. 2014 Apr 15;209(8):1212-8).

In Engeland ziet men dit type wel bij patiénten maar niet bij varkens, terwijl dat in Nederland
en Duitsland wel het geval is (Grierson S et al., Emerg Infect Dis. 2015 Aug;21(8):1396-401).
Ondanks het relatief grote aantal typeringen is geen opmerkelijke clustering te zien in de
recente sequenties. Slechts één keer werd dezelfde sequentie gevonden in twee verschillende
patiénten in 2015. Tussen deze patiénten is tot nu toe geen epidemiologisch verband gevonden
dat kan duiden op een gemeenschappelijke transmissieroute.
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Figuur 21.4 Maximum parsimony-analyse van HEV subtype 3c. Sequenties van 493bp van

ORF2 van unieke patiénten (n=200) zijn vergeleken. Sequentieparen van verschillende
patiénten zijn aangegeven met rode pijlen.
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Voor HEVIG-studie zie downloads op: http://www.rivm.nl/Documenten_en_publicaties/
Professioneel_Praktisch/Richtlijnen/Infectieziekten/LCI_richtlijnen/LCI_richtlijn_Hepatitis_E
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Achtergrond

Het CIb-IDS vormt samen met Viroscience van het ErasmusMC het door de wereldgezond-
heidsorganisatie (WHO) erkende Nationaal Influenza Centrum. Dit is ingebed in het WHO
‘Global Influenza Surveillance and Response System’. In dat kader vindt de kweek van
influenzavirussen plaats. Het doel is om een representatief aantal virusisolaten uit RT-PCR-
influenzaviruspositieve klinische monsters uit de surveillance te verkrijgen voor verdere
karakterisering. Karakterisering van influenzavirusisolaten is nodig voor verschillende
doeleinden:

« Voor het bepalen van de antigene gelijkenis met de huidige vaccinvirussen (zie hoofdstuk 20).

« Om de fenotypische gevoeligheid voor antivirale middelen te bepalen (dit hoofdstuk).

« Om de resultaten van vaccineffectiviteitstudies te kunnen duiden.

« Om relevante virussen te selecteren voor doorsturen naar het WHO wereldinfluenzacentrum
in Londen.

Het WHO wereldinfluenzacentrum karakteriseert influenzavirussen uit de hele wereld verder
om aanbevelingen te kunnen doen voor de samenstelling van het influenzavaccin voor het
komende seizoen.

Alternatieve cellen voor tertiaire apeniercellen

Zoals beschreven in de Clb-IDS-rapportage 2014, hebben we in 2014 diverse soorten Madin
Darby Canin Kidney (MDCK)-cellen uitgetest voor een optimale influenzavirusisolatie uit
klinische monsters. Dit is nodig omdat we de tertiaire apeniercellen moeten vervangen. Zowel
MDCK-SIAT- als MDCK-I-cellen bleken in het seizoen 2013-2014 geschikt voor isolatie van
influenzavirus A(H1N1)pdmog en A(H3N2). Voor influenzavirus type B hadden we echter
onvoldoende resultaten om te kunnen evalueren. In het seizoen 2014-2015 hebben we daarom
speciaal voor influenzavirus type B nog twee MDCK-lijnen uitgetest; MDCK-T en MDCK-T2. Dit
hebben we vergeleken met MDCK-SIAT- en MDCK-I-cellen. MDCK-T is een lijn die het RIVM in
1976 verkreeg van Tobita (Tobita et al., Med Microbiol Immunol. 1975;162:23-27). Tobita raadde
deze cellijn aan voor isolatie van influenzavirus type B. MDCK-T2 is een latere sublijn van
MDCK-T. Deze is op het RIVM gekweekt uit MDCK-T-cellen en heeft andere groei-eigenschappen
dan de oudercellijn MDCK-T.

Evaluatie cellijnen met klinische monsters

Bij het CIb-IDS isoleren we influenzavirus uit klinische monsters op een celmonolaag die in een
buis is gegroeid. Dit gebeurt in serumvrij medium in aanwezigheid van een kleine hoeveelheid
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trypsine. Trypsine is nodig om de nakomelingen van influenzavirussen infectieus te maken.
Een virusisolaat is verkregen als:

« hetvirusgroei vertoont na een volgende passage,

« en een cytopathologisch effect (CPE) veroorzaakt,

« en/of een kritische hoeveelheid neuraminidase-activiteit meetbaar is in het
kweeksupernatant.

Negenzestig influenzavirus B-Yamagata-positieve monsters hebben we gekweekt op zowel
MDCK-T2- als -T-cellen (Figuur 22.1A). In Figuur 22.1A is de virale load uitgezet tegen het wel of
niet verkrijgen van een virusisolaat. De virale load is gedefinieerd als de hoeveelheid virus in
het klinische monster, gemeten aan de PCR-Ct-waarde als surrogaatmaat voor infectieus virus.
Duidelijk is dat de virale load geen absolute maatstaaf is om te kunnen voorspellen of een
monster positief of negatief wordt in de virusisolatie. Daarnaast is zichtbaar dat viruskweek op
MDCK-T-cellen niets toevoegt aan het isoleren van influenzavirus type B uit klinische
monsters; slechts 1 van de g positieve monsters was alleen positief met MDCK-T-cellen.
Daarom hebben we geen verdere experimenten met MDCK-T-cellen gedaan. Omdat slechts

8 (12%) van de monsters kweek-positief waren met MDCK-T2-cellen, hebben we wel besloten
om de toegevoegde waarde voor de isolatie van influenzavirus B te onderzoeken van
MDCK-T2 ten opzichte van MDCK-I en MDCK-SIAT.

Achtendertig influenzavirus B/Yamagata-lijn-positieve klinische monsters hebben we
gekweekt op zowel MDCK-T2-, als MDCK-I- en -SIAT-cellen (Figuur 22.1B).

Figuur 22.1 Type B influenzavirusisolatie op diverse cellijnen. A) Influenzavirus type B
PCR-positieve klinische monsters geént op MDCK-T en -T2 cellen; en B) op MDCK-I, -SIAT en
-T2-cellen. Met virusisolatie positief (blauw) of negatief (violet) uitgezet tegen de virale load
(Ct-waarde) van het klinisch monster.
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Uit Figuur 22.1B blijkt dat we met de MDCK-I- en de MDCK-SIAT-cellen ook type
B-influenzavirussen isoleren. Deze cellen gebruiken we standaard voor het isoleren van type
A-influenzavirussen. Van de 38 monsters waren er 14 (38%) kweekpositief. Met MDCK-T2 erbij
isoleren we niet meer virussen. Dit is echter een vertekend beeld, omdat we van zeven van de
in totaal 11 MDCK-T2 kweekpositieve monsters niet altijd een MDCK-1- en een MDCK-SIAT-
kweekpoging hebben. Dit is veroorzaakt door contaminatie met schimmel of bacterién (n=1) of
doordat we dat destijds nog niet hebben gedaan (n=6).

Dertig A(H1IN1)pdmog en 181 A(H3N2) PCR-positieve klinische monsters uit seizoen 2014-2015
hebben we gekweekt op zowel MDCK-I- als MDCK-SIAT-cellen (Figuur 22.2). We hebben 37%
(11/30) positieve kweken voor A(H1N1)pdmog-influenzavirussen en 56% positieve kweken
(101/181) voor A(H3N2)-influenzavirussen op de MDCK-SIAT- en de MDCK-I-cellen samen
verkregen. MDCK-SIAT cellen hebben geen toegevoegde waarde voor de isolatie van A(H1N1)
pdmog-virussen. Voor A(H3N2)-virussen is er wel een duidelijke toegevoegde waarde om
beide cellijnen te gebruiken. Daarmee bevestigen we dat MDCK-SIAT- en MDCK-I-cellen nog
steeds een goede keuze zijn om type A-influenzavirussen uit klinische monsters te isoleren.

Figuur 22.2 Type A-influenzavirusisolatie op diverse cellijnen. A) Influenza A(HTN1)pdm09
PCR-positieve klinische monsters geént op MDCK-I en -SIAT-cellen. B) Influenza A(H3N?2)
PCR-positieve klinische monsters geént op MDCK-I en -SIAT-cellen. Met virusisolatie positief
(blauw) of negatief (violet) uitgezet tegen de virale load (Ct-waarde) van het klinisch monster.
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Antivirale gevoeligheid
Bij CIb-IDS monitoren we de antivirale gevoeligheid van influenzavirussen om twee belangrijke
redenen; vaststellen welke antivirale middelen geschikt zijn om in te zetten bij:

« (Post-expositie) Preventie bij uitbraken;
« Behandeling van ernstig zieke grieppatiénten.

Antivirale ongevoeligheid kan tijdens behandeling ontstaan, maar ook spontaan door
natuurlijke mutatie van het influenzavirus. Als ongevoelige virussen zich gaan verspreiden in
de algemene bevolking, kan dat een risico vormen voor de publieke gezondheid. Er zijn enkele
bekende markers voor ongevoeligheid. Deze kunnen we moleculair monitoren met ‘single
nucleotide polymorphism’ (SNP)-RT-PCR en sequencing. Om de echte impact van een SNP op het
niveau van gevoeligheid te bepalen, gebruiken we een ‘in vitro’ fenotypische test. Voor de
neuraminidaseremmers gebruiken we de fluorescente neuraminidase-enzymactiviteit
remmingstest (NAl-test). Met deze test bepalen we de concentratie antiviraal middel waarbij
50% van de enzymactiviteit is geremd (IC,,)- Dit gebruiken we als maat voor gevoeligheid van
het virus. Van alle verkregen virusisolaten hebben we de gevoeligheid bepaald voor de
neuraminidaseremmers Oseltamivir en Zanamivir (Figuur 22.3). Beide middelen zijn op de
Nederlandse markt toegelaten. Daarnaast hebben we met SNP-RT-PCR alle type
A-influenzavirus-PCR-positieve klinische monsters uit seizoen 2014-2015 (35 van HiIN1pdmog
en 240 van H3N2-subtype) getest. Hierbij onderzochten we de aanwezigheid van de goed
gedefinieerde ongevoeligheidmarkers NA-H275Y (voor HIN1pdmog-subtype) en NA-E119V en
NA-R292K (voor H3N2 subtype). Ook hebben we van een subset van influenzavirus-positieve
monsters met voldoende virale load het neuraminidase-gen [9 A(H1IN1)pdmog, 36 A(H3N2) en
16 B] en het matrix-gen [11 A(H1N1)pdmog en go A(H3N2) gesequencet en geanalyseerd. Dit op
het voorkomen van markers voor ongevoeligheid voor respectievelijk neuraminidaseremmers
en adamantane klasse M2 ion-kanaalblokkers. We hebben het matrixgen alleen van type
A-virussen geanalyseerd, omdat de adamantane klasse antivirale middelen alleen werkzaam
zijn tegen type A-virussen.
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Figuur 22.3 Fenotypische antivirale gevoeligheid van influenzavirussen uit seizoen 2014-
2015, geclassificeerd naar de door de WHO vastgestelde niveaus voor voud-verandering in
IC50 ten opzichte van de mediane IC50: NI = normale inhibitie (< 10-voud type A en < 5-voud
type B); Rl = verminderde inhibitie (10-100-voud type A en 5-50-voud type B); HRI = sterk
verminderde inhibitie (> 100-voud type A en > 50-voud type B). A) T0 A(H1N1)pdm09-
virussen; B) 84 A(H3N2)-virussen; C) 21 type B-influenzavirussen, allen van de B/Yamagata-
lijn. Weergegeven in de grafieken zijn de mediaan met interkwartiele grenzen op 25% en 75%
van de datapunten per antiviraal middel.
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Voor de moleculair of fenotypisch geteste influenzavirussen uit seizoen 2014-2015 hebben we
geen indicatie voor verminderde inhibitie door neuraminidaseremmers gevonden. Alle geteste
type A-influenzavirussen hebben de natuurlijk aanwezige aminozuursubstitutie M2-S31N.
Deze substitutie geeft resistentie tegen de adamantane klasse M2 ion-kanaalblokkers
amantadine en rimantadine. Daarmee bevestigen we dat deze middelen niet meer geschikt
zijn voor de preventie of behandeling van type A-influenzavirusinfecties.

Beschouwing en conclusies

Hoewel we met cellijnen MDCK-SIAT en -l ook goed type B-influenzavirussen kunnen isoleren,
lijken MDCK-T2-cellen toch nog toegevoegde waarde te hebben. MDCK-SIAT en -1 blijven de
beste cellijnen voor de isolatie van type A-influenzavirussen. In de volgende stap voegen we de
drie cellijnen samen in één rollerbuis zodat we slechts één buis hoeven te beénten voor
virusisolatie, in plaats van drie buizen met de afzonderlijk cellijnen. We hebben dan minder
materiaal van de klinische monsters nodig en dat is dus efficiénter. We hebben laten zien dat
geen van de geanalyseerde influenzavirussen A(H1N1)pdmog, A(H3N2) en type B een
verminderde gevoeligheid voor de neuraminidaseremmers hebben. Alle geteste type
A-influenzavirussen zijn ongevoelig voor de adamantane klasse antivirale middelen.
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Oseltamivir en Zanamivir blijven dus de eerste keuze middelen voor preventie en behandeling
van influenza als de preventie van infectie door vaccinatie faalt.

Dankbetuiging
We danken alle deelnemende huisartsen en patiénten voor klinische monsters. Zonder hun
medewerking is dit onderzoek niet mogelijk.
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23 Protein micro array: multiplex serologie voor syndroom-based
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Achtergrond

De protein micro array is een technologie waarmee we interacties tussen eiwitten kunnen
karakteriseren. Deze technologie is ontwikkeld binnen het ClIb-IDS en passen we toe om
antilichamen te detecteren die specifiek binden aan virale eiwitten.

Voor de protein micro array binden we specifieke eiwitten (antigenen) van virussen op een
glaasje dat is gecoat met nitrocellulose. Antilichamen tegen virussen in het serum van
patiénten binden specifiek met deze antigenen. De complexen die hierbij ontstaan worden
zichtbaar gemaakt met fluorescent gelabelde conjugaten. Door verschillende antigenen op de
protein micro array te binden, kan in een kleine hoeveelheid serum een veelvoud aan testen
worden gedaan. Hierdoor kunnen we de ziekteverwekker die verantwoordelijk is voor een
infectie sneller identificeren. Dit betekent ook dat we een snellere differentiaaldiagnose
kunnen stellen. De multiplex-benadering met de protein micro array heeft veel voordelen ten
opzichte van bestaande testen zoals ELISA en IFA.

Multiplex-serologie voor arbovirusdiagnostiek

Het aantal internationale reizigers is enorm toegenomen de afgelopen decennia. Zij hebben
bijgedragen aan de toenemende import van virale infectieziekten die eerder niet voorkwamen
in Nederland. Voorbeelden zijn de arbovirussen; een grote groep virussen. waar onder andere
leden van de flavivirusfamilie behoren (zikavirus, denguevirus, West Nilevirus, usutuvirus,
gelekoortsvirus en het Japanse encefalitisvirus) en de alphavirusfamilie (chikungunyavirus).
Deze virussen worden overgedragen door stekende insecten en veroorzaken vaak vergelijkbare
symptomen zoals ontstekingen van de hersenen, ernstige gewrichtsklachten en koorts.

Virale ziekteverwekkers met dezelfde ziektebeelden (syndroom) vertonen vaak een overlap
met de regio waar ze voorkomen (Cleton NB et al. PLoS Negl Trop Dis. 2015 Sep
15;9(9):€0004073 ).

In het Caribisch gebied heerste in 2014 een uitbraak van het chikungunyavirus. In dit gebied
komen ook andere arbovirussen voor zoals Denguevirus en mogelijk ook het zikavirus. Deze
virussen vertonen hetzelfde ziektebeeld en zijn daarom klinisch moeilijk te onderscheiden.

De diagnostiek is gebaseerd op serologie (het aantonen van antistoffen). Het virus circuleert
maar korte tijd (enkele dagen), tijdens de acute fase in de bloedbaan. Daarna is het niet meer
te detecteren. Met behulp van de protein micro array kunnen we deze bovengenoemde
virussen serologisch onderscheiden. De antistoffen die worden gemaakt na infectie met een
flavivirus geven in de serologische diagnostiek vaak een kruisreactie met zowel het
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veroorzakende virus als de verwante flavivirussen. Deze kruisreactiviteit maakt het lastig om
met behulp van serologie een definitieve diagnose te stellen. De flavivirus-eiwitten op de
protein micro array zijn gebaseerd op het non-structurele eiwit 1 (NS1). Dit eiwit is meer
virustype-specifiek in vergelijking met de gebruikte eiwitten in bestaande testen. Hierdoor
kunnen we virustype-specifieke antistofreacties meten tegen flavivirussen (2). De gebruikte
antigenen zijn:

« Denguevirus type 1 NS1(DV1);

« Denguevirus type 2 NS1(DV2);

« Denguevirus type 3 NS1(DV3);

« Denguevirus type 4 NS1(DVg);

« Yellow Fever NS1 (YF);

« Chikungunya envelop eiwit (Chik);

« West Nilevirus NS1 (WNV);

« Japanese Encephalitis virus NS1 (JEV);
« Usutuvirus NS1 (US);

« Zikavirus NS1 (Zika).

Figuur 23.1 Voorbeelden van IgG-antilichaamprofielen tegen de verschillende virusantigenen
bij patiénten die geinfecteerd zijn met dan wel denguevirus, chikungunyavirus en zikavirus.
Op de y-as staan de antilichaam profielen tegen de verschillende virus antigenen uitgedrukt in
titers. Op de x-as staan de gebruikte virale antigenen.

Dengue-positieve patiént
600
500
400
300

200
100 I

0
DV1 Dv2 DvV3 Dv4

YF  ChikWT WNV  JEV us Zika

Clb-1DS rapportage 2015 | 127



VERVOLG Figuur 23.1
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Conclusies

Door de multiplex-benadering met behulp van de protein micro array kunnen we syndroom-
based diagnostiek uitvoeren. Hierdoor kunnen we een ziekteverwekker sneller identificeren en
een snellere (differentiaal)diagnose stellen.
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Achtergrond

Severe combined immunodeficiency (SCID) is een verzamelnaam voor een aantal aangeboren
aandoeningen. Deze worden veroorzaakt door gendefecten die leiden tot een ernstige
immuundeficiéntie.

Symptomen van SCID treden niet direct na de geboorte op. Pas vanaf de leeftijd van

4-6 maanden presenteren kinderen met SCID zich met ernstige terugkerende infecties,
achterblijvende groei en ontwikkeling en chronische diarree. De prognose van deze kinderen
is slecht, met vaak een fatale afloop in het eerste levensjaar.

We voeren de screening op SCID uit door middel van de bepaling (met behulp van PCR) van
T-cell Receptor Excision Circles (TREC’s) in hielprikbloed. TREC's zijn stabiele circulaire
DNA-fragmenten die gevormd worden als bijproduct van de T-cel-rijping. Pasgeborenen met
SCID hebben heel weinig of geen TREC's in hun bloed. Als een TREC-screeningtest afwijkend is,
kan de diagnose SCID definitief worden vastgesteld met diagnostisch vervolgonderzoek
(flowcytometrie en genetische analyse).

SCID-patiénten worden behandeld door een stamceltransplantatie uit te voeren. Deze kan
het immuunsysteem van kinderen met SCID volledig herstellen. SCID zou de eerste ziekte in
het Nederlandse hielprikscreeningprogramma zijn waarvan de behandeling ook genezend is.
Het is dan ook geen verrassing dat de Gezondheidsraad in haar advies van 8 april 2015
(Neonatale screening-nieuwe aanbevelingen; publicatienr. 2015/08) voorstelde om het
screeningsprogramma uit te breiden met SCID-screening en dat de minister van
Volksgezondheid, Welzijn en Sport dat advies overnam (juni 2015).

Pilot-onderzoek

Voordat deze SCID-screening daadwerkelijk kan worden geimplementeerd, is onderzoek
nodig. Allereerst moeten we een geschikte laboratoriumtest vinden. Bij het referentie-
laboratorium neonatale screening van het CIb-IDS is van maart tot september 2015 onderzoek
uitgevoerd met dat doel. In dit onderzoek hebben we de EnLite Neonatal TREC assay (een
PCR-assay die TREC kan aantonen in hielprikmonsters) beoordeeld op zijn toepasbaarheid

in een screeningslaboratorium (er zijn vijf neonatale screeningslaboratoria in Nederland).

We voerden het onderzoek uit in samenwerking met klinisch-immunologische collega’s van
het EUR en het LUMC en van het screeningslaboratorium van het AMC.
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In dit onderzoek zijn de volgende monsters geanalyseerd:

« geanonimiseerde hielprikkaarten uit het reguliere Nederlandse
hielprikscreeningsprogramma van normale pasgeborenen (n=1295) en van te vroeg geboren
kinderen (n=155);

« 2¢lijns-controlemonsters (monsters waarvan de TREC-waarden precies bekend zijn: n=28)
en 3¢ lijns SCID-controlemonsters (monsters uit een kwaliteitscontroleprogramma waarvan
het laboratorium moet bepalen of ze van SCID-patiénten afkomstig zijn of niet: n=9) op
hielprik-filtreerpapier;

« bloedmonsters op hielprik-filtreerpapier van klinisch bevestigde SCID-patiénten (n=18) en
van patiénten waarvan vermoed wordt dat ze SCID hebben (n=30).

De resultaten van dit eerste pilot-onderzoek zijn zeer veelbelovend. De TREC-waarden in
hielprikmonsters van normale pasgeborenen (dus zonder SCID) waren ongeveer (mediaan)
100 TREC-kopieén/ul bloed. Dat komt overeen met de literatuur. Bij premature kinderen waren
de TREC-waarden lager (mediaan: 55 kopieén/ul bloed). Dat was ook de verwachting, omdat
het immuunsysteem van te vroeg geboren kinderen minder uitgerijpt is.

De opgegeven TREC-waarden voor de 2¢ lijns-controlemonsters waren reproduceerbaar.

Bij de analyse van 3¢ lijns-controlemonsters zijn de monsters van patiénten met SCID correct
geidentificeerd. In Figuur 24.1 zijn de resultaten van de TREC-analyse gepresenteerd van een
aantal patiénten met SCID en met een vermoeden van SCID. De bloedmonsters van SCID-
patiénten (blauwe symbolen) hebben TREC-waarden dicht bij 0. Van patiénten met een
vermoeden van SCID (rode symbolen) zijn er een aantal met normale TREC-waarden. Van
patiénten met TREC-waarden boven de go kopieén/pl bloed is het niet waarschijnlijk dat de
definitieve diagnose SCID is.
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Figuur 24.1 Resultaten van de analysemonsters van perifeer bloed van 18 klinisch bevestigde
patiénten (blauw) en 30 patiénten met een vermoeden van SCID (violet), met de EnLite
Neonatal TREC assay. De violet gekleurde lijn geeft een veelgebruikte afkapgrens voor SCID
weer.
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Dit onderzoek heeft de weg vrijgemaakt voor een pilotstudie. Deze wordt dan ingebed in het
reguliere screeningsprogramma, waarbij we de TREC-assay bij bijvoorbeeld 10.000 of 20.000
hielprikmonsters gaan gebruiken. Daarbij worden ook de andere screeningslaboratoria
ingezet. Dit soort uitgebreide pilotonderzoeken is gebruikelijk bij het introduceren van de
screening op een nieuwe ziekte. Het Nederlandse screeningsprogramma wordt pas definitief
uitgebreid met een nieuwe test als we kunnen aantonen dat introductie in de
screeningslaboratoria succesvol is.

Het hele proces zal waarschijnlijk één tot twee jaar duren.

Presentatie

Blom M, Pico-Knijnenburg |, Sijne-van Veen M, Boelen A, Bredius R, van der Burg M,
Schielen P. ‘Integration of SCID Screening into the Dutch Newborn Screening Program.” APHL
Newborn Screening and Genetic Testing Symposium” (NBSGTS) 29 februari-3 maart 2016,
St. Louis, MO.

132 | Clb-IDS rapportage 2015



25 Eénjaar neonatale screening in de bijzondere gemeente Bonaire
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Sinds 10 oktober 2010 is de status van Bonaire, Saba en St. Eustatius binnen het Nederlands
Koninkrijk gewijzigd. De huidige status is Openbaar Lichaam of bijzondere gemeente binnen
het Nederlands Koninkrijk. Hiermee hebben de bewoners van deze eilanden net als inwoners
van Nederland recht op diverse voorzieningen. Daaronder valt ook de hielprikscreening.

Op 1januari 2015 was de officiéle aftrap voor de neonatale hielprikscreening op Bonaire.
Een logisch gevolg op de succesvolle pilot die in november 2014 van start ging. We kregen te
maken met diverse uitdagingen. Denk hierbij aan het verkrijgen van een geboortemelding,
waarmee de Dienst Vaccinvoorziening en Preventieprogramma’s (RIVM-DVP) een opdracht
tot een hielprikafname kan geven. Of aan het minimaliseren van de tijd die zit tussen de
bloedafname en de ontvangst van het materiaal op het screeningslaboratorium van Clb-IDS
in Bilthoven.

Met de eerste twee cijfers van de barcodes op de hielprikkaarten wordt een regio aangegeven.
Ook Caribisch Nederland heeft zijn eigen barcodes en zo kunnen de hielprikkaarten van
Caribisch Nederland makkelijk onderscheiden worden van de hielprikkaarten van Europees
Nederland. Dit vereenvoudigt monitoring en evaluaties.

Het proces start met het bericht van een geboorte. Deze geboortemelding doen de
verloskundigen in het Fundashon Mariadal ziekenhuis op Bonaire. Hiervoor gebruiken zij de
beveiligde zorgmail aan de RIVM-DVP. Deze dienst is verantwoordelijk voor diverse fases
binnen de neonatale screening. Zij geven bijvoorbeeld de opdracht tot bloedafname en
ondersteunen de huisarts bij verwijzing van een kind na een afwijkend resultaat. Alle
geboortes moeten ook bij de gemeente aangegeven worden. Om te voorkomen dat kinderen
onbedoeld niet gescreend worden, vergelijkt RIVM-DVP alle officiéle geboorteaangiftes met
de gegevens van kinderen die gescreend zijn. Deze controle wordt soms bemoeilijkt doordat
de ouders tussen de bloedafname en de geboorteaangifte af en toe toch een andere naam
voor hun kind kiezen.

De verloskundigen nemen de hielprik af. Zij zijn hiervoor getraind aan het begin van de pilot.
Net als in Nederland wordt de hielprik meestal thuis uitgevoerd. De hielprikkaarten worden
door medewerkers van het ziekenhuislaboratorium op Bonaire verzameld. De laboratorium-
medewerkers beoordelen de hoeveelheid bloed en de kwaliteit van het materiaal en sturen bij
twijfel een foto naar het screeningslaboratorium van het CIb-1DS. Wanneer er duidelijk te
weinig bloed is afgenomen, of de kwaliteit van het materiaal onvoldoende is, wordt via
RIVM-DVP direct opdracht gegeven tot een nieuwe afname. Hiermee voorkomen we onnodige
extra vertraging, omdat de opdracht anders pas wordt afgegeven na ontvangst op het RIVM.
En datis ongeveer zeven dagen later. Bij de aandoeningen in de neonatale hielprikscreening
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die onmiddellijk behandeling vereisen, kunnen deze zeven dagen essentieel zijn voor de
gezondheid van het kind.

Het laboratorium van Bonaire verstuurt de hielprikkaarten via reguliere post naar Nederland.
Zij laat per e-mail aan RIVM-DVP en het screeningslaboratorium weten welke kaarten er
onderweg zijn. Op deze manier kunnen we in de gaten houden hoe lang het materiaal
onderweg is (geweest). Als een kaartje te lang onderweg is kan, om tijd te winnen, het RIVM
besluiten om alvast een nieuwe bloedafname uit te laten voeren. In 2015 duurde het maximaal
achttien dagen voordat een hielprikkaartje in het laboratorium werd ontvangen. Ruim 75%
van de kaarten was maximaal tien dagen onderweg. In 2016 proberen we de verzendtijd te
verkorten door (nog) betere afspraken te maken met de postverzender op Bonaire.

In het eerste jaar neonatale hielprikscreening op Bonaire zijn er 168 hielprikkaarten van 164
kinderen geanalyseerd. Bij twee kinderen was een herhaalde eerste hielprik nodig, omdat er
(vermoedelijk) te weinig bloed op het hielprikkaartje was om alle laboratoriumanalyses uit te
voeren.

De screeningsuitslagen van drie kinderen waren ‘dubieus’ voor congenitale hypothyreoidie
(CH, aangeboren aandoening van de schildklier) en bij één kindje waren de resultaten ‘dubieus’
voor adrenogenitaal syndroom (AGS, aangeboren afwijking van de hormoonproductie in de
bijnieren). Dit houdt in dat er aanwijzingen zijn voor een mogelijke ziekte. Een nieuwe
bloedafname is dan nodig om ziekte uit te sluiten of juist aan te tonen. Bij twee kinderen met
het resultaat ‘dubieus’ bij de CH-screening werd met een tweede hielprik de CH uitgesloten. Bij
de andere twee kinderen werd een diagnostisch traject gevolgd om de ziekte uit te sluiten.
Uiteindelijk zijn er drie mogelijke dragers van sikkelcelziekte gerapporteerd aan de kinderarts
in het Fundashon Mariadal ziekenhuis. Daarnaast werd één kind gediagnosticeerd met
sikkelcelziekte, naar aanleiding van een afwijkend resultaat bij de hielprikscreening.

Na een succesvolle invoering van de hielprikscreening op Bonaire is in oktober 2015 een pilot
uitgevoerd op de eilanden Saba en St. Eustatius. Een getrainde verloskundige uit Bonaire gaf
instructies over de bloedafname van de hielprik. Voor deze pilot zijn 23 kinderen uit Saba en
St. Eustatius opgeroepen die maximaal zes maanden oud waren. Dit is de maximale leeftijd
waarop we in Nederland nog de neonatale hielprikscreening uitvoeren. Ook op deze eilanden
is per 26 oktober 2015 de screening officieel gestart. In 2015 is de hielprikscreening uitgevoerd
bij 30 kinderen uit Saba en St. Eustatius. Het resultaat van één kind, afkomstig van St.
Eustatius, wees op dragerschap van sikkelcelziekte.

In 2016 verwachten we bij het screeningslaboratorium van Clb-1DS ongeveer 250 hielprik-
kaarten te ontvangen van Bonaire, Saba en St. Eustatius. In totaal verwachten we in 2016
ongeveer 35.000 hielprikkaarten op het screeningslaboratorium van Clb-IDS binnen te krijgen.
De invoering van de neonatale hielprikscreening in de bijzondere gemeentes is het resultaat
van een samenwerking tussen de RIVM-onderdelen Clb-IDS, RIVM-DVP, RIVM Centrum voor
Bevolkingsonderzoek (CvB, regie over het proces) en de lokale betrokkenen als GGD, artsen en
verloskundigen.
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Figuur 25.1 Voorlichtingsposter voor de neonatale hielprikscreening in Caribisch Nederland.

“#9 Rijksinstituut voor Volksgezondheid
en Milieu

Ministerie van Volksgezondheid,

Welzijn en Sport

Hielprikscreening in Caribisch Nederland

Bent u bevallen

Waarom een

Is uw kindje niet op het
Met de hielprik wordt gekeken eiland geboren?
naar ernstige ziektes.

Deze ziektes zijn niet te
genezen. Gelukkig komen ze
niet vaak voor. Als een baby
deze ziekte heeft, krijgt het
medicijnen of speciaal eten.

%
e

De baby is een paar dagen oud

s 2

oo
i

007718

De zorgverlener vertelt over de hielprik

De zorgverlener met de hielprikkaart

De baby krijgt een hielprik

Ongeveer
q weken na
de hielprik.

Dit is een publicatie van:
Rijksinsti voor
www.rivm.nl

RIVM. De zorg voor morgen begint vandaag

CIb-IDS rapportage 2015

Is alles goed?

Jouw zorgverlener belt jou als de
uitslag niet goed is.

Als je na ongeveer g4 weken niets
hoort, is de uitslag goed.

De zorgverlener zal jou dit ook

vertellen bij het volgende bezoek.

dheid en Milieu

Wil je meer weten

Vraag hetaan je
zorgverlener of kijk op
www.rivm.nl/hielprik




26 Dedigitale labaanvraag voor de combinatietest
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Zwangeren kunnen in het eerste trimester van hun zwangerschap de eerste-trimester-
combinatietest laten uitvoeren. Aan de hand van de uitslag weten ze of ze een verhoogde kans
hebben om te bevallen van een kind met downsyndroom (trisomie 21), Edwards syndroom
(trisomie 18) of Patau syndroom (trisomie 13). Bij een verhoogde kans kunnen ze besluiten of
zij een vervolgonderzoek willen, dat hierover uitsluitsel geeft.

De eerste-trimester-combinatiescreeningstest bestaat uit een serumbepaling en een foetale
nekplooimeting met een echo. Een onderdeel van CIb-IDS is het referentielaboratorium voor
de combinatietest in Nederland. Zij voert daarvoor serumbepalingen en berekeningen uit voor
een aantal regio’s.

De eerste-trimester-combinatietest wordt aangevraagd door bijvoorbeeld counselors,
verloskundigen en echoscopisten. Zij vullen daarvoor het aanvraagformulier voor de eerste
trimester serumtest volledig in. Dit sturen zij samen met het serum van de zwangere per post
naar één van de zeven Nederlandse prenatale screeningslaboratoria. Bij de meeste laboratoria
worden deze handgeschreven formulieren handmatig verwerkt in het laboratorium-
informatiesysteem. Aanvullende echogegevens zijn meestal pas later bekend, maar zijn wel
nodig voor een correcte interpretatie van de uitslag. De echogegevens worden daarom per
e-mail verstuurd en handmatig verwerkt. Deze werkwijze is inefficiént en foutgevoelig.
Bovendien wordt er dubbel werk gedaan, want alle gegevens worden daarnaast ook
opgenomen in de nationale database Peridos voor kwaliteitsdoeleinden.

Om deze werkwijze te verbeteren is besloten om binnen Peridos de digitale labaanvraag te
ontwikkelen. Peridos is het digitale dossier voor de prenatale screening. Met de digitale
labaanvraag van Peridos is de gegevensoverdracht sneller, eenvoudiger en minder foutgevoelig.
Ook kunnen de al beschikbare digitale gegevens sneller worden gedeeld met de betrokkenen.
De digitale uitwisseling van gegevens tussen de aanvrager, Peridos en het uitvoerend
laboratorium vermindert handmatige stappen en verkleint de kans op fouten. Alle gegevens
worden op een veilige manier verstuurd en iedereen heeft alleen inzage in uitslagen van de
zwangeren waarmee zij een zorgovereenkomst hebben. Daarnaast zijn uitslagen eerder
beschikbaar voor zorgverleners en daarmee voor de zwangere. Aanvragers worden straks via
Peridos, bijvoorbeeld per e-mail, geattendeerd op een nieuwe uitslag. Als Peridos geimple-
menteerd is, behoren handgeschreven formulieren tot het verleden.

Binnen Clb-1DS werkt zowel de ICT als de administratie samen met het laboratorium om de
digitale labaanvraag van Peridos geleidelijk uit te rollen in de regio’s waarvoor het CIb-1DS de
serumscreening uitvoert. De verwachting is dat de implementatie van de digitale aanvraag in
2016 de kwaliteit van het proces (van aanvraag tot uitslag) voor zowel de aanvrager, het
laboratorium en bovenal de zwangere significant verbetert.
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Figuur 26.1 Poster voor Peridos-screening
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Bijlagen



Bijlage 1 Publicatielijst

De complete publicatielijst 2015 van Clb-IDS is beschikbaar op de website:
www.rivm.nl/publicatielijst-cibids-2015
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Bijlage2  Opleidingen verzorgd door CIb-IDS in 2015

Clb-IDS draagt bij aan de opleiding van diverse professionals. Medewerkers van Clb-IDS
begeleiden stagiairs van verschillende middelbare en hogere laboratoriumscholen in
Nederland. Ook universitair studenten kunnen hun stage volgen bij CIb-IDS. In 2015 waren
dat één universitair, zeventien hbo- en negen mbo-stagiairs.

Op dit moment zijn er zes promovendi werkzaam binnen Clb-IDS. Daarnaast heeft de
volgende promovendus zijn proefschrift met goed gevolg verdedigd:

« Marcel Jonges; promotie 8 oktober 2015 (promotor Marion Koopmans, co-promotor
Adam Meijer): ‘Exploring the use of influenza virus sequence diversity’.

« Frits Mooi was (mede) promotor van Daan de Gouw. Hij promoveerde op 4 hovember
op het onderzoek : “Towards improving pertussis vaccines’.

« Dick van Soolingen was (mede) promotor van Sami Simons. Zijn onderzoek betrof:
‘Drug susceptibility testing for optimising tuberculosis treatment’ heeft hij op 10 december
succesvol afgerond met een promotie.

Voor het onderdeel Openbare Gezondheidszorg van de opleiding medische microbiologie,

is CIb-IDS in 2015 opnieuw voor vijf jaar erkend als opleidingsinstituut voor de medische
microbiologie voor OGZ- en onderzoeksstages tot maximaal twaalf maanden. Titia Kortbeek
is hiervoor opleider. Er zijn in 2015 twee aio’s medische microbiologie geweest die hun stage
liepen bij het CIb. Een daarvan werkte aan epidemiologie van gastro-enteritis bij kinderen,
de ander zette een pilot op voor congenitale toxoplasmose-surveillance.

Ook organiseerde CIb-1DS de verplichte OGZ-cursus voor 21 AIOS medische microbiologie.

Daarnaast heeft Titia Kortbeek zich aangemeld als supervisor voor het EUPHEM-programma
van het European Center for Disease Control (ECDC). Zij volgde daarvoor een opleidings-
programma. EUPHEM staat voor European Programme for Public Health Microbiology Training en
wordt door het ECDC gecodrdineerd, samen met het European Programme for Intervention
Epidemiology Training (EPIET). Het doel van dit programma is om een netwerk te creéren van
microbiologen. Daarvoor worden de microbiologen getraind in public health microbiologie en
zij doen praktische ervaring op. Er wordt samengewerkt met meerdere laboratoria met public
health functies in de Europese Unie (EU).
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Bijlage 3 Referentietaken en -laboratoria

Het CIb-IDS heeft verschillende referentietaken. Deze zijn belegd bij CIb-1DS zelf of bij
externen. Bijgaand een overzicht.

Referentietaken uitgevoerd door Clb-IDS

Mycobacterium tuberculosis Surveillance BRMO (MRSA/CRE)
Karakterisering BT micro-organismen
Effectiviteit Rijksvaccinatieprogramma

Referentielaboratoria binnen Clb-IDS

National Microbiology Focal point bij ECDC

Nationaal Influenzacentrum voor WHO, in samenwerking met Erasmus MC
European Reference Laboratory Network for Human Influenza (ERLI-Net) voor ECDC,
in samenwerking met Erasmus MC

Nationaal referentiecentrum mazelen en rubella voor WHO

WHO Specialized Reference Laboratory for Polio

Referentielaboratorium neonatale hielprikscreening voor RIVM-CvB
Referentielaboratorium Downscreening voor RIVM-CvB

Referentietaken extern belegd

Legionella (Streeklaboratorium, Haarlem)

Clostridium difficile (LUMC, Leiden)

Leptospirose (KIT, Amsterdam)

Meningitis (NRBM, AMC Amsterdam)

SOA (Gonokokken GGD Amsterdam, Chlamydia VU MC
Fungi (Radboud UMC Nijmegen)

Emerging infectious diseases (Erasmus MC Rotterdam)
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Bijlageq  Regionale ondersteuning Infectieziektebestrijding:
rol van de COM’ers

Achtergrond

De regionale ondersteuning infectieziektebestrijding is in 2006 gestart. Het doel van de
regionale aanpak was (en is) verbeteren van de kwaliteit van de infectieziektebestrijding in de
regio’s. Om dit te realiseren zijn Regionaal Arts-consulenten (RAC ers) en Consulent Openbare
Medische Microbiologie (COM’ers) aangesteld. De RAC'ers zijn voor 0,5 fte aangesteld bij het
Clb-LCl en voor o,5 fte bij hun eigen GGD. De COM’ers zijn voor 0,2 fte aangesteld bij het
Clb-IDS en voor 0,8 fte bij hun eigen microbiologisch laboratorium.

Het werk van de RAC’ers en de COM’ers richt zich op een verbeterde samenwerking tussen
GGD, medisch microbiologische laboratoria en het Clb. Aanvankelijk waren de activiteiten van
de zeven COM’ers vooral regionaal ingebed. Vanaf 2013 zijn drie COM’ers werkzaam en is
gekozen voor ondersteuning van de speerpunten van het Clb.

Een belangrijke taak van de COM’ers is de liaison-functie tussen GGD, RAC‘ers en
microbiologische laboratoria. Zij verzorgen zowel lokaal als nationaal regelmatig lezingen
op het gebied van de openbare gezondheidszorg of (nieuwe ontwikkelingen in de)
microbiologische diagnostiek.

Highlights in de periode 2013-2015

« Bevorderen van de onderlinge afstemming tussen en samenwerking met de
verschillende actoren, betrokken bij de infectieziektebestrijding regionaal en nationaal:
één van de COM’ers maakte een analyse van de stand van zaken over de microbiologische
diagnostiek en de openbare gezondheidszorg op de BES-eilanden en stelde een advies op.

« Ondersteuning bij uitbraken: In samenwerking met CIb-I1DS vulde een COM’er de checklist
preparedness en respons voor de laboratoriumdiagnostiek van mazelen en rubellain.
Daarnaast deed de COM’er onderzoek naar de antistofrespons tegen mazelen bij
gevaccineerde medewerkers in de gezondheidszorg.

« Bijdragen aan het opstellen van het response-plan Bacteriologie in samenwerking met
het Clb-LCl, en een oefening opstellen en voorbereiden. Een datum voor een real-life
oefening is gepland, twee COM’ers zijn onafhankelijke observators.

« Antibioticaresistentie: Een COM’er is actief betrokken bij het opzetten van een antibiotica

gevoeligheidsbepaling van Coxiella burnettii, de verwekkers van Q-koorts. Dit onderzoek
wordt uitgevoerd in samenwerking met Clb-IDS.
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« Bijzondere diagnostiek: De lijst van bijzondere diagnostische bepalingen is aangepast en
waar nodig uitgebreid. Hiervoor is nauw samengewerkt met de artsen-microbioloog van
Clb-IDS. Het overzicht komt binnenkort online en wordt regelmatig aangepast.

« De CIb Surveillance Council (CSC): heeft als doel de vragen vanuit het RIVM-CIb te
stroomlijnen. Dit om te voorkomen dat de collega microbiologen en andere klanten te vaak
benaderd worden met vragen die 6f veel tijd kosten, 6f die recent een andere onderzoeker al
heeft gesteld.

We streven ernaar om in 2016 het aantal COM‘ers uit te breiden, mede ten behoeve van de
landelijke antibioticaresistentiesurveillance.
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Bijlages  Organisatie RIVM en managementteam IDS

Het Rijksinstituut voor Volksgezond en Milieu (RIVM; directeur-generaal prof. dr. Andre van der
Zande) kent drie domeinen: Centrum Infectieziektebestrijding (Clb, directeur prof. dr. Jaap van
Dissel), Volksgezondheid en Zorg (directeur, drs. Annemiek van Bolhuis), Milieu en Veiligheid
(directeur, dr. Els van Schie).

Het CIb wordt gevormd door vijf centra: Landelijke Coérdinatie Infectieziektebestrijding (LCI),
Epidemiologie en Surveillance van Infectieziekten (EPI), Infectieziekteonderzoek, Diagnostiek
en Screening (IDS), Zo6nose en Omgevingsmicrobiologie (Z&0), Immunologie van
Infectieziekten en Vaccins (11V).

Managementteam IDS:

e dr. Nico E.L. Meessen, Centrumhoofd

« Georgetvan den Burg, hoofd afdeling Pre- en Neonatale Screening en bacteriéle serologie (PNS)
« Max Heck, hoofd afdeling Bijzondere Bacteriéle Respons (BSR)

« dr. Audrey King, hoofd afdeling Surveillance Virus RVP (SVR)

« dr. Daan Notermans, hoofd afdeling Bacteriologische en Parasitologische Diagnostiek (BPD)
« dr. Barry Rockx, hoofd afdeling Emerging Infectious Diseases (EID)

« dr. Berry Wilbrink, hoofd afdeling Beheer en Secretariaat (B&S)

« dr. Jean-Luc Murk, hoofd afdeling Respiratoire en Enterale Virussen (REV)

« dr. Ellen Stobberingh, topexpert bacteriologie ad interim
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Bijlage 6

ACA
ACV
AGS
AMC
ARI
bla
BMR
B1gV
BPD
BSR
BSL
CCKL

CH
CHIKV
Clb
M
CLIA
COoSsT
CPE
CRMO
asl
CVB
Qv
DAT
DKTP
DNA
DVP
ECDC
EIA
EID

ELISA
ELITE
ELISpot
EM
EMC
EPI

EPIS FWD

ESCMID
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Afkortingen en acroniemen

Acrodermatitis Chronica Atropicans

A-cellulair vaccin (kinkhoest)

adrenogenitaal syndroom

Amsterdams Medisch Centrum

Acute respiratoire infecties

Beta lactamase

Bof, Mazelen, Rubella

parvovirus B1g

Baceriéle en Parasitologische Diagnostiek (afdeling binnen Clb-1DS)
Bacteriologie Surveillance en Respons (afdeling binnen Clb-1DS)
Biosafety level laboratorium

Coordinatie Commissie ter bevordering van de Kwaliteitsbeheersing
op het gebied van Laboratoriumonderzoek in de Gezondheidszorg
Congenitale hypothyreoidie

Chikungunyavirus

Centrum Infectieziektebestrijding

Carbapenem Inactivatie Methode

Cheminluminescent Immunoassay

European Cooperation in Science and Technology
Cytopathologisch Effect

Carbapenem Resistente micro-organismen

Chlamydia trachomatis Screening Implementation program

Cenrum voor bevolkingsonderzoek

Central Veterinary Institute

Directe Agglutinatie Test

Difterie, Kinkhoest, Tetanus en Polio vaccin
Desoxyribonucleinezuur

Dienst Vaccinvoorziening en Preventieprogramma’s

European Centre for Disease Prevention and Control

Enzyme Immuno Assay

Emerging Infectious Diseases (afdeling binnen Cib-IDS, Virale zeldzame en
emerging infecties en respons)

enzyme-linked immunosorbent assay

European Listeria Typing Exercise

Enzyme-Linked Immunospot

Erythrema Migrans

Erasmus Medisch Centrum Rotterdam

Epidemiologie en Surveillance van Infectieziekten,

(centrum binnen Clb, RIVM)

Epidemic Intelligence Information System Food- and waterborne diseases
and zoonoses

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
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ESGCP
EUR
EURL
EuroRotanet
EV

FAO

FHA
GEV
GGD
HAR
HAVANA
HBV
HEV
HEVIG
HPV

IAZ

ICT

IDS

IFA

IPD

KEV
KNCV
LA-MRSA
LCl

LUMC

MALDI-TOF MS

MC

MIC
MDCK
mecA/C
MeaNS
MERS Co
MLVA
MML
MRSA
MSM
MSP
MSSA
MT (MLVA)
NDM
NIVEL
NGS
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ESCMID studygroup for Clinical parasitology

Erasmus Universiteit Rotterdam

European Union Reference Laboratory

Europese Rotavirus surveillance

Enterovirus

Food and Agriculture Organization of the United Nations
filamenteus hemagglutinine

Gastro-Enteritis Virus

Gemeentelijke gezondheidsdienst

Hemagglutinatie-remming

HPV amongst Vaccinated and non-vaccinated adolescents
Hepatitis B-virus

Hepatitis E-virus

Hepatitis E-Virus In de Gemeenschap

Humaan papillomavirus

Influenza-achtig ziektebeeld

Informatie- en communicatietechnologie
Infectieziekteonderzoek, Diagnostiek en Screening,

(centrum binnen Clb, RIVM)

Immunofuorescence Assay

Invasive Pneumococcal Disease

Klinische Enterovirus Surveillance

Koninklijke Nederlandse Centrale Vereninging tot bestrijding der tubeculose
Livestock-associated Meticilline Resistente Staphylococcus aureus
Landelijke codrdinatie Infectieziektebestrijding, (centrum binnen Clb,RIVM)
Leids Universitair Medisch Centrum

Matrix-assisted laser desorption/ionizationn-Time Of Flight Mass
Spectrometry

MLVA-complex

Minimum inhibitory concentration

Madin Darby Canine Kidneycells

alternative penicillin-binding protein, PBP 2a/2’

Measles Nucleotide Surveillance database

Middle-East Respiratory Syndrome Coronavirus

Multiple Locus Variable number of tandem repeat Analysis
Medisch microbiologisch laboratorium

Meticilline Resistente Staphylococcus aureus

Males who have sex with males

Main Spectra

Meticilline Sensitieve Staphylococcus aures

MLVA-type

New Delhi metallo-enzyme

Nederlands instituut voor onderzoek van de gezondheidszorg
Next Generation Sequencing
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NoV
NPEV
NS1
NTM
NVVM
NVWA
NWKV
OIE
OoLvG
ORF
OSIRIS
PASSYON
PCR
PCV7
PCVio
PERIDOS
PEV
PFGE
PhD
PNS
Prn

ptx

PVL
RadboudUMC
rDNA
REV
RIVM
rRNA
RNA
rpoB
RSV
RT-PCR
RubeNS
RVGE
RVP
SCID
SIAT
SOA
spa
SNP
SVR
TREC
Type-Ned
UMCG
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Norovirus

non-Polio enterovirus

non-structureel eiwit 1

Non-tuberculeuze Mycobacterién

Nederlandse Vereniging voor Medische Microbiologie
Nederlandse voedsel- en warenautoriteit
Nederlandse werkgroep klinische virologie
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