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Longaandoeningen kunnen verschillende onderliggende oorzaken hebben.
Hierbij kunnen infecties, immunologische processen, maligniteiten, omgevings-
en werkgerelateerde factoren een rol spelen. Traditioneel worden deze ziektes
gediagnosticeerd met behulp van laboratoriumtesten, longfunctietesten en
radiologisch onderzoek eventueel met afname van een bronchoalveolaire
lavage (BAL). In sommige gevallen zal getracht worden een histologische
bevestiging te verkrijgen door middel van een longbiopt.

BAL is een veilige, beperkt invasieve en over het algemeen goed getolereerde
methode voor het verkrijgen van cellulair en a-cellulair materiaal uit de
onderste luchtwegen'?.

In het diagnostisch traject van longziektes kan BAL dus gezien worden als een
waardevolle aanvulling. Een zorgvuldige analyse van de in BAL-vloeistof
aanwezige cellen plus de eventueel aanwezige a-cellulaire componenten
kunnen, in combinatie met klinische en radiologische bevindingen, helpen om
tot een diagnose te komen. De toepassing van BAL-vloeistof in het
diagnostisch traject van longinfecties heeft zijn waarde inmiddels al bewezen?®,
met name bij verdenking op een beademingspneumonie (VAP)“'6 en
opportunistische infecties zoals Pneumocystis pneumonie (PCP)"?®.

Zowel BAL-vloeistof als (geinduceerd) sputum kunnen gebruikt worden in het
diagnostisch traject van longziekten. Echter, met name bij infectieuze
aandoeningen, bestaan er verschillen in gevoeligheid tussen de twee
methodes. In het geval van PCP bijvoorbeeld, varieert de sensitiviteit van
geinduceerd sputum voor de microscopische diagnose PCP tussen 50 and
90%, afhankelijk van de ervaring met de materiaalafname en de verwerking
van het monster®'®. Door introductie van een polymerase ketting- reactie
(PCR) voor de detectie van Pneumocystis jiroveci is de sensitiviteit van
geinduceerd sputum voor de diagnose PCP toegenomen”. Helaas is deze
methode nog niet operationeel in alle Nederlandse ziekenhuizen. Een ander
voorbeeld is de kwantitatieve kweek van BAL-vloeistof voor de diagnose VAP.
Recent is er veel discussie ontstaan over de waarde hiervan. Met name de
vraag of BAL-vloeistof nog steeds het materiaal van keuze is voor deze
diagnose'®"*. Desondanks heeft het gebruik van BAL-vloeistof in plaats van
(geinduceerd) sputum als voordeel dat er een kwaliteitscontrole beschikbaar is
voor BAL-vloeistof (verkregen volume, totale celtelling, aanwezigheid van
epitheel). Dit geeft de bevestiging dat het materiaal dat verwerkt wordt ook
daadwerkelijk uit de lagere luchtwegen afkomstig is. Een ander voordeel is dat



bij gebruik van BAL-vloeistof een differentiéle celtelling voorhanden is. Dit biedt
de mogelijkheid ook niet-infectieuze aandoeningen op te sporen”.

In dit proefschrift wordt het gebruik van BAL als een diagnosticum bij
infectieuze longaandoeningen bij patiénten verdacht van een longinfectie
beschreven. Het doel van de studies gepresenteerd in dit proefschrift was om
te trachten de sensitiviteit van BAL-vloeistof als diagnosticum bij longinfecties
te verbeteren en de tijd waarin dit gebeurt te verkorten. Hiertoe werden BAL-
vloeistof gegevens verkregen van patiénten gedurende een periode vanaf 1998
tot 2005 bekeken.

In hoofdstuk 1 de algemene introductie, wordt de BAL procedure, verwerking
van BAL-vloeistof in het laboratorium en de waarde van BAL bij infectieuze en
niet-infectieuze aandoeningen die op VAP kunnen lijken beschreven. Verder
wordt het gebruik van nucleinezuur amplificatie technieken bij longinfecties in
het algemeen kort besproken.

In hoofdstuk 2 werd het gebruik van polylysine gecoate glaasjes in de BAL
diagnostiek geévalueerd. Het gebruik van gecoate objectglaasjes zou zorgen
voor een betere hechting van cellen aan het oppervlakte van de objectglaasjes.
Om dit te testen voor BAL-vloeistof vergeleken we polylysine gecoate (PLC)
glaasjes met conventionele objectglaasjes. In totaal werden twintig BAL-
vloeistof monsters met een representatief aantal alveolaire macrofagen (Ams),
lymfocyten (Lyms) en polymorfonucleaire neutrofiele granulocyten (PMNSs)
genomen. Van deze BAL-vloeistoffen werden cytospinpreparaten gemaakt op
zowel conventionele als gecoate glaasjes. Met behulp van een May-Griinwald
Giemsa kleuring werd gekeken naar de totale celopbrengst, de differentiéle
celteling en de morfologie van de cellen. Klinische significantie van de
eventueel aanwezige verschillen werden geévalueerd door middel van een
computerprogramma. Hieruit bleek dat de celopbrengst lager was indien
gebruik werd gemaakt van de PLC glaasjes in vergeliking met de
conventionele niet gecoate objectglaasjes. De opbrengst van Lyms was
significant lager op de PLC glaasjes in vergelijking met de conventionele
glaasjes (25.89% + 28.26 versus 28.34 + 29.96). De betrouwbaarheid van de
telling van alveolar AMs, Lyms en PMNs was uitstekend voor beide type
glaasjes. Er werden geen discrepanties gevonden in diagnose verkregen met



beide type glaasjes. Wij concludeerden daarom dat PLC glaasjes niet
superieur waren in vergelijking met conventionele glaasjes. Behalve een
polylysine coating zijn nog enkele andere coatings beschreven in de
literatuur'>'®, vaak werden deze vergeleken met polylysine gecoate glaasjes.
Polylysine gecoate glaasjes bleken in deze studies superieur te zijn in
vergelijking met albumine- en gelatine-gecoate glaasjes. Aangezien uit onze
studie echter bleek dat conventionele glaasjes zonder coating niet inferieur
waren in vergeliking met polylysine gecoate glaasjes, en conventionele
glaasjes bovendien goedkoper zijn, gaat onze voorkeur uit naar het gebruik
van ongecoate glaasjes bij de opwerking van BAL-vloeistof in de dagelijkse
praktijk.

Het doel van de studie, beschreven in hoofdstuk 3, was om het voorkomen van
reactieve pneumocyten type Il (RPII) in BAL-vloeistof vast te stellen. Daarnaast
werd de associatie van deze cellen met klinische aandoeningen en de
bijkomende cytologische bevindingen geévalueerd. Alle opeenvolgende BAL-
vloeistof monsters verkregen van patiénten in de periode tussen 2000 en 2004
werden geincludeerd. De algemene prevalentie van RPIl cellen binnen onze
studiepopulatie was 21.7%. Met betrekking tot de differentiéle celtelling werden
er geen verschillen gevonden tussen BAL-vloeistof monsters met en zonder
RPII cellen. Echter, in BAL-vloeistof met RPII, werd vaker de aanwezigheid van
schuimmacrofagen, geactiveerde lymfocyten en plasmacellen gezien. RPII
werden geobserveerd in monsters van patiénten gediagnosticeerd met het
ARDS, diffuse alveolaire beschadiging, acute eosinofiele pneumonie, extrinsiek
allergische alveolitis of hypersensitiviteits pneumonitis, medicijn geassocieerde
longafwijkingen, PCP en VAP. Er werden geen RPII cellen gevonden in BAL-
vloeistof van patiénten met longtuberculose of sarcoidose. Ondanks het feit dat
RPIl cellen niet pathognomonisch werden bevonden voor een specifieke
ziekte, werden ze geassocieerd met ernstige longbeschadiging. In combinatie
met de differentiéle celtelling en specifieke morfologische bevindingen, zoals
schuimmacrofagen, geactiveerde lymfocyten en plasmacellen zou de
aanwezigheid van RPIl cellen van toegevoegde waarde kunnen zijn in de
differentiatie tussen interstitiéle longziekten en longinfecties.



Bij intensive care patiénten die beademd worden heeft VAP een hoge
prevalentie''® en wordt geassocieerd met een hoge mortaliteit'’. BAL-vloeistof
analyse, inclusief differenti€le celteling en tellen van het percentage
geinfecteerde cellen (IC) wordt gebruikt in de diagnostiek naar VAP*®. Echter,
de invloed van antibiotica op de differentiéle celtelling, inclusief IC, is nog
onbekend. Studies die gekeken hebben naar dit onderwerp leverden
verschillende resultaten op'®?'. In hoofdstuk 4 werd daarom gekeken naar de
invloed van antibiotica op het voorspellen van de aanwezigheid van een VAP.
Deze prospectieve studie werd gedurende een periode van 61 maanden
uitgevoerd (januari 1999 tot februari 2004). Alle opeenvolgend afgenomen
BAL-vloeistof monsters van intensive care patiénten, klinische verdacht van
VAP, werden geincludeerd. Eerdere studies lieten zien dat de kwantitatieve
kweek beinvioed werd door antibiotische therapie gestart binnen 72 uur
voordat de BAL werd uitgevoerd. De voornaamste conclusie uit onze studie
was dat antibiotische therapie, gestart binnen 72 uur voor uitvoering van de
BAL, de betrouwbaarheid van de telling van de IC als voorspeller voor VAP niet
beinvioed. De cytologische parameter die de aanwezigheid van VAP het best
voorspelde bleek het percentage IC te zijn indien een afkappunt van 2% werd
gehanteerd. Het combineren van het percentage IC met andere cytologische
parameters resulteerde niet in een betere voorspelling van VAP.

Ondanks het feit dat de routinematige toepassing van BAL-vloeistof onderzoek
een waardevol instrument in de identificatie van infectieuze en niet-infectieuze
longaandoeningen is, wordt het toepassen ervan gelimiteerd. Het is namelijk
een relatief dure en arbeidsintensieve methode en afhankelijk van
gespecialiseerd personeel. In de meeste ziekenhuizen zijn faciliteiten voor
cytologische bepalingen in BAL-vloeistof niet 24 uur per dag beschikbaar. Uit
praktische overwegingen zijn we op zoek gegaan naar een snellere en meer
betrouwbare methode om de aanwezigheid van een VAP te voorspellen die in
de meeste ziekenhuizen uitvoerbaar is. Het gebruik van acute fase eiwitten
leek veelbelovend®’; bovendien kunnen deze testen 24-uur per dag worden
uitgevoerd in de meeste ziekenhuizen. Hoofdstuk 5 beschrijft de
toepasbaarheid van C-reactief proteine (CRP) en procalcitonine (PCT) in het
voorspellen van VAP. Zowel CRP als PCT werden bepaald in BAL-vloeistof en
serum van patiénten met microbiologisch bewezen VAP. Als eerste werden de
testen voor hoog gevoelige CRP (CRPH) en hoog gevoelige PCT (ProCa-S)
gevalideerd voor gebruik op BAL-vloeistof, aangezien beide testen ontworpen



werden voor gebruik op serum. Beide testen presteerden goed met betrekking
tot matrix-effect, lineariteit en reproduceerbaarheid en werden toepasbaar
geacht voor gebruik op BAL-vloeistof. Helaas was er een grote overlap tussen
ProCa-S and CRPH concentraties in BAL-vloeistof monsters, maar ook in
serum, van patiénten met en zonder VAP. Dit resulteerde in een klein gebied
onder de curve bij de ROC curve. De voornaamste conclusie uit dit onderzoek
was dan ook dat beide parameters, zowel in BAL-vloeistof als in serum, niet
geschikt waren als voorspeller voor VAP. Echter, andere a-cellulaire
parameters zijn wel nuttig gebleken in de diagnostiek van longziekten. Een
snelle methode ter bevestiging of uitsluiting van VAP blijft noodzakelijk, deze
dient beschikbaar te zijn in de meeste ziekenhuizen op elk moment van de
dag. Een van de acellulaire parameters die in recente studies waardevol
bleken is TREM-1. TREM-1 behoort tot de groep immunoglobuline
superfamilie, een groep van celopperviakie- en oplosbare eiwitten die
betrokken zijn bij herkenning, binding of aanhechting van cellen®®. Expressie
van TREM-1 is aanwezig op neutrofielen en monocyten®’, maar ook op
alveolaire macrofagenzs. De expressie van deze receptor wordt verhoogd in
aanwezigheid van bacterién en schimmels®, waardoor de acute inflammatoire
respons op deze organismen in gang wordt gezetze. Voor de detectie van de
oplosbare variant van dit eiwit, STREM-1, in bloed en sputum is er een
enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) op de markt, strikt voor
onderzoeksdoeleinden (Human TREM-1 Quantikine kit, R&D systems inc,
Minneapolis, U.S.A.). Met behulp van deze kit kan in ongeveer 4 uur een
resultaat gegenereerd worden. Enkele studies hebben gekeken naar de
bruikbaarheid van STREM-1 bij de diagnostiek naar pneumonieén® %,
Onderzoek uitgevoerd door Gibot ef al?" liet zien dat de aanwezigheid van
SsTREM-1 de beste voorspeller van pneumonie was in een groep van 148
patiénten. In deze studie waren 46 patiénten met een VAP geincludeerd die
een mini-BAL hadden ondergaan27. Zij vonden dat een afkappunt van 5 pg/ml
de beste voorspeller was voor de aanwezigheid van een pneumonie. Helaas
hielden zij er geen rekening mee dat BAL-vloeistof 10-100 keer verdund is ten
opzichte van de situatie in de alveoli. Richeldi ef al/ onderzochten de
bruikbaarheid van sTREM-1 als een mogelike marker voor community-
acquired pneumonie en tuberculose®®. Deze laatste studie liet zien dat
sTREM-1 werd teruggevonden in BAL-vloeistof van pati€énten met community-
acquired pneumonie, maar niet bij patiénten met tuberculose. Zowel Gibot ef
al?” als Richeldi et a/?® gebruikten een andere methode dan de boven
beschreven ELISA. Tot nu toe is deze ELISA slechts in een studie gebruikt met
een gering aantal patiénten verdacht van VAP (n=28)29. Uit deze studie bleek
sTREM-1 een uitstekende voorspeller van VAP te zijn, indien een afkappunt
van 200 pg/ml werd gebruikt. Helaas hebben Determann ef al®® de kit niet
gevalideerd voor gebruik op BAL-vloeistof en hebben ook zij geen rekening



gehouden met de verdunningsfactor. Een validatie van de Humane TREM-1
Quantikine kit op BAL-vloeistof zou moeten gebeuren. Hierna zou de kit dan
gebruikt kunnen worden in een prospectieve studie van intensive care
patiénten verdacht van VAP. Het doel van deze nieuw op te zetten studie zou
kunnen zijn de voorspellende waarde van sTREM-1 bij het diagnosticeren van
VAP te evalueren en uiteindelijk een afkappunt te definiéren dat een
onderscheid maakt tussen VAP en non-VAP.

In het verleden was de standaard methode voor het aantonen van infectieuze
oorzaken gebaseerd op kweek en serologie. Tegenwoordig wordt de detectie
van veel micro-organismen gedaan met behulp van nucleinezuur amplificatie
methodes. Deze methodes zijn vaak superieur in vergelijking met
conventionele methodes op het gebied van sensitiviteit en specificiteit. Deze
moleculaire methodes, zoals de polymerase ketting reactie (PCR) kan ook een
bijdrage leveren aan de opwerking van BAL bij verdenking op een infectieuze
longaandoening. Hoofdstuk 6 en 7 beschrijven twee studies die betrekking
hebben op de implementatie en interpretatie van PCR technieken op BAL-
vloeistof.

De implementatie van een nieuwe diagnostische methode vergt altijd
uitgebreide standaardisatie en validatie voordat een test in de dagelijkse
praktijk kan worden geintroduceerd. Een additioneel instrument dat gebruikt
kan worden om een goede kwaliteit te waarborgen en dat bovendien eventuele
gebreken van een test aan het licht kan brengen is een kwaliteitscontrole panel
gedistribueerd door een coodrdinerende organisatie. Deze kwaliteitscontroles
zijn echter niet voor alle micro-organismen voorradig, een voorbeeld is P.
Jiroveci. Real-time PCR methodes voor de detectie van P. jiroveci in
respiratoire monsters zijn recent verschoven van onderzoeksdoeleinden naar
de dagelijkse diagnostiek®**'. Aangezien een kwaliteitscontrole (nog) niet
bestaat is de validatie, implementatie en vergelijking van resultaten tussen de
laboratoria moeilijk. In hoofdstuk 6 wordt derhalve een studie beschreven die
geinitieerd werd om drie onafhankelijke in-huis ontwikkelde PCR testen voor de
detectie van P. jiroveci vanuit drie verschillende academische ziekenhuizen in
Nederland te vergelijken. Hiertoe werd een samenwerkingsverband opgezet
tussen de academische ziekenhuizen van Nijmegen, Leiden en Maastricht. In



de periode augustus 1999 tot april 2004 werden in totaal 124 BAL-vloeistof
monsters geincludeerd. Dit waren monsters verkregen van HIV-positieve of
HIV-negatieve patiénten met een bekende risicofactor voor PCP, zoals een
onderliggende (hematologische) maligniteit, status na beenmerg- of orgaan
transplantatie, ziekte van Wegener, en immunosuppressieve en/of
corticosteroiden therapie (n=84). Daarnaast werden een aantal BAL-vloeistof
monsters van patiénten zonder bekende risicofactoren voor PCP, maar met of
een VAP of een recent gediagnosticeerde sarcoidose geincludeerd (n=40). In
41 van de 124 BAL-vloeistof monsters waren P. jiroveci cysten en trophozoiten
microscopisch zichtbaar. Van 114 monsters kwamen de PCR resultaten vanuit
de drie verschillende laboratoria overeen. Veertig van de 41 microscopie-
positieve monsters werden door de drie verschillende laboratoria met behulp
van PCR positief bevonden. Van de 83 microscopie-negatieve monsters waren
er 69 ook negatief met behulp van de PCRs. Van de andere 14 microscopie-
negatieve monsters, waren vijf positief in de drie ziekenhuizen. Er werd een
hoge overeenkomst gevonden tussen de drie real-time PCR methodes voor P.
Jiroveci variérend van 94.4% (Kappa value: 0.88) tot 96.8% (Kappa value:
0.93). Aangezien P. jiroveci in lage hoeveelheden aanwezig kan zijn in de
luchtwegen zonder dat er sprake is van ziekte (dragerschap) is het essentieel
om onderscheid te maken tussen dragerschap en ziekte. De verwachting was
dat bij een klinische PCP P. jiroveci in veel hogere hoeveelheden aanwezig
zou zijn dan bij dragers. Helaas bleek er een overlap te bestaan tussen
patiénten met microscopisch bevestigde PCP en patiénten zonder
(microscopisch bevestigde) PCP in termen van gevonden hoeveelheid P.
Jiroveci per ml BAL-vloeistof. Het was niet mogelijk om met behulp van deze
retrospectieve studie een absoluut afkappunt te bepalen tussen ziekte en
dragerschap.

Verschillende strategieén zouden gebruikt kunnen worden om dit zogenaamde
grijze gebied in de PCR te verkleinen. Een mogelijke strategie is het
combineren van PCR resultaten met serologische indicatoren. Een tweetal
bruikbare indicatoren zijn: serum lactate dehydrogenase (LDH) en B-D-glucan.
LDH in BAL-vloeistof is zinvol gebleken in de differentiatie tussen infectieuze
en niet-infectieuze aandoeningen 2 Met name bij patiénten met PCP is LDH
vaak verhoogd®**¢. De studie van Zaman ef a/* liet zien dat een serum LDH
concentratie van 450 international units (IU) de aanwezigheid van PCP
voorspelde in hun populatie. Quist ef a/>* onderzocht 42 patiénten met PCP,
71 met gedissemineerde tuberculose, 40 met longtuberculose en 37 met een



bacteriéle pneumonie. De LDH concentraties waren significant hoger bij
patiénten met PCP vergeleken met andere groepen. Helaas bleek er een
overlap te zijn in het gemeten LDH bij patiénten met PCP en de andere drie
groepen, waardoor de specificiteit gelimiteerd werd®. Een recente
retrospectieve studie uitgevoerd door Tasaka ef al®® betrof 295 patiénten die
een BAL ondergingen specifiek voor de diagnose PCP. Bij 57 patiénten werd
PCP bevestigd op basis van microscopische bevindingen van
gesedimenteerde BAL-vloeistof. Zij vonden dat serum LDH concentraties
significant hoger waren bij patiénten met PCP in vergelijking met patiénten met
andere longaandoeningen. Een tweede serologische marker die interessant
zou kunnen zijn is p-D-glucan, een onderdeel van de celwand van schimmels.
Deze marker wordt al gebruikt in de diagnostiek naar invasieve
schimmelinfectie zoals candidemie en invasieve aspergillose (IA). Tasaka ef
al*® evalueerde het gebruik van B-D-glucan in serum in de diagnostiek naar
PCP. Zij vonden dat bij gebruik van een afkappunt van 31.1 pg/ml B-D-glucan
in serum, deze bepaling een sensitiviteit van 92.3% had met een specificiteit
van 83.1%. In die populatie leidde dit tot een positief voorspellende waarde
(PPV) van 0.61 en een negatief voorspellende (NPV) waarde van 0.98 voor de
diagnose PCP. De relatief lage NPV zou verklaard kunnen worden door andere
invasieve schimmels zoals Candida species of Aspergillus species. Een
tekortkoming van deze studie is het feit dat ze een minder gevoelige methode
(microscopie van gesedimenteerde BAL-vloeistof) als gouden standaard
gebruiken. Vooral het gebruik van cytospin preparaten kan de gevoeligheid
verbeteren. Zij gebruiken als argument dat microscopie een PPV en een NPV
boven de 90% heeft. Echter, onze ervaring leert dat dit alleen bereikt kan
worden door ervaren laboratoriummedewerkers. Tasaka et a/.*° geven aan dat
ze geen PCR gebruiken om PCP te diagnosticeren in verband met het mogelijk
detecteren van dragers. De combinatie van PCR en 3-D-glucan zou juist erg
interessant kunnen zijn. Onze hypothese is dat, aangezien er geen
weefselschade is bij dragerschap, er waarschijnlijk geen (of slechts een lage
concentratie) B-D-glucan aantoonbaar is in het perifere bloed. Een studie die
kijkt naar de combinatie van B-D-glucan in serum (and BAL-vloeistof) en de
PCR in BAL van patiénten met bewezen PCP, dragers en patiénten met een
PCR resultaat binnen de grijze zone en patiénten zonder klachten is wenselijk.
Deze studie zou bij kunnen dragen aan het verkleinen van de grijze zone van
de PCR en de waarde van B-D-glucan binnen de diagnostiek naar PCP
bevestigen.



In hoofdstuk 7 hebben we de klinische relevantie van een hoge herpes simplex
virus lading proberen te ontrafelen. De twee subtypes van humaan herpes
simplex virus, HSV-1 en HSV-2, hebben een hoge prevalentie en zijn
alomtegenwoordig. HSV-1 is beschreven als een (zeldzame) oorzaak van een
pneumonie bij immunogecompromitteerde patiénten 37.38 Echter, de klinische
relevantie van HSV-1 en -2 detectie in BAL-vloeistof is tot op heden onduidelijk.
Een mogelijke relatie tussen de HSV-1 and -2 hoeveelheid in BAL-vloeistof en
de klinische uitkomst is onderzocht. Onze data laten zien dat HSV-1 in
ongeveer een derde van alle BAL-vloeistof monsters afgenomen bij intensive
care patiénten aanwezig is. Bovendien laat onze studie zien dat een
hoeveelheid HSV-1 in BAL-vloeistof >10° ge/ml een onafhankelijke voorspeller
is van een slechte prognose bij intensive care patiénten, weergegeven in een
toegenomen mortaliteit met 21%. De vraag is of hier een causaal verband is of
dat er slechts sprake is van een marker van een ernstig verstoord immuun-
systeem. Doordat de studie retrospectief werd uitgevoerd was het niet mogelijk
om de invloed van aciclovir op de mortaliteit en morbiditeit te evalueren. De
benodigde data voor het aantonen van een causaal verband zouden eventueel
gegenereerd kunnen worden door middel van een prospectieve interventie
studie die gebruik maakt van het afkappunt van 10° ge/ml BAL-vloeistof. Als er
werkelijk een causaal verband is tussen de hoeveelheid HSV-1 en de prognose
van de patiént, is het de verwachting dat behandeling met aciclovir van
patiénten met een hoeveelheid HSV-1 boven de 10° op zijn minst een reductie
van de mortaliteit tot gevolg zou hebben.

Natuurlijk is HSV niet het enige virus dat een pneumonie kan veroorzaken.
Andere virussen die eenzelfde ziektebeeld kunnen veroorzaken ** zijn onder
andere influenza virus A, B, para-influenza virus 1,2,3,4, cytomegalovirus,
varicella zoster virus, coronavirus, human respiratory syncytial virus (RSV) en
rhinovirus. De laatste jaren is er met name veel aandacht geweest voor het
humaan metapneumovirus (hMPV) als oorzaak voor een pneumonie. hMPV is
een paramyxovirus dat in 2001 werd ontdekt in Nederland®’. Een studie
uitgevoerd door van den Hoogen ef al*® omvatte monsters afgenomen via
nasopharyngeale aspiratie bij 28 jonge kinderen (<5 jaar). Deze kinderen
hadden allemaal symptomen van luchtweginfecties die sterk leken op de
symptomen veroorzaakt door RSV. Epidemiologisch gezien was er geen
verband tussen deze kinderen®’. De infectie lijkt een seizoensgebonden cyclus
te volgen waarbij de meeste infecties gedurende de wintermaanden optreden



(vergelijkbaar met infecties veroorzaakt door RSV‘”). In de meeste studies
wordt gebruik gemaakt van een reverse transcriptase PCR (RT-PCR) voor de
detectie van hMPV RNA in respiratoire monsters**°. Het is mogelijk om het
virus te kweken, het groeit langzaam op tertiaire apeniercellen*” ** en laat een
slechte groei zien in Vero cellen en A549 cellen waarbij het cytopathogeen
effect sterk lijkt op dat van RSV*. Sinds de ontdekking van het virus zijn er
verschillende publicaties verschenen betreffende zijn rol in luchtweginfecties bij
jonge kinderen®**%***¢ ouderen* en immuungecompromitteerde patiénten*?*°.
Aangezien het virus in verschillende patiéntengroepen beschreven is, speelt
het mogelijk ook een rol bij geintubeerde patiénten op de intensive care. Tot nu
toe is er slechts een studie gepubliceerd waarbij volwassen intensive care
patiénten tot de studiepopulatie behoorden®. De studie van Gray et a/*
omvatte 1500 respiratoire monsters (75% afgenomen door middel van nasale
lavage, slechts 10% was BAL-vloeistof) van 1294 patiénten. Met behulp van
RT-PCR vonden ze 34 hMPV positieve patiénten. Tussen deze 34 patiénten
waren ook 9 volwassen patiénten met verschillende onderliggende
aandoeningen zoals maligniteiten (n=2), obstructieve bronchitis (n=2),
bacteriéle pneumonie (n=1), influenza (n=1) en respiratoir falen van onbekende
origine (n=3). Een aantal patiénten opgenomen op onze intensive care afdeling
ontwikkelden bijkomende respiratoire problemen tijdens beademing. Aangezien
slechts 25-33% verklaard kon worden door een bacteri€le infectie was onze
hypothese dat een aantal gevallen geassocieerd zijn met een virale infectie.
Om deze hypothese te toetsen zou gebruik gemaakt kunnen worden van een
respiratoire multiplex PCR (inclusief hMPV) voor de opsporing van bijkomende
virale oorzaken van de verslechtering van patiénten tijdens intensive care
opname. Bovenstaande zou ook van toepassing kunnen zijn voor patiénten
opgenomen op de hematologie-oncologie afdeling met tekenen van een
luchtweginfectie. De analyse van BAL-vloeistof monsters afgenomen bij deze
patiénten leidt vaak niet tot de identificatie van een oorzakelijk micro-
organisme. Door hun onderliggende aandoening en bijbehorende therapie
(chemotherapie) hebben deze patiénten vaak geen (functionele) granulocyten.
Dit maakt ze extra vatbaar voor allerlei (long) infecties. Naast bacteriéle en
virale verwekkers en schimmels moet bij deze patiénten ook gedacht worden
aan parasitaire infecties®. Het voordeel van een snelle en gevoelige methode
voor de opsporing van deze micro-organismen is vooral duidelijk indien een
behandeling voorhanden is. Een voorbeeld is Aspergillus fumigatus, deze
schimmel is berucht vanwege het veroorzaken van levensbedreigende
longinfecties bij immuungecompromitteerde patiénten47 en zeldzaam ook in
immuuncompetente patiénten*. Invasieve aspergillose (IA) wordt geassocieerd
met een hoge mortaliteit die varieert van 30-80%"**°. Dit is afhankelijk van de
snelheid waarmee de diagnose gesteld wordt en de start van therapie. De
diagnose IA is moeilijk aangezien klinische symptomen en radiologische



beelden vaak aspecifiek zijn. Tot op heden wordt de uiteindelijke diagnose
histologisch gesteld51. Kweek van BAL-vloeistof of longbiopten is erg specifiek
voor het aantonen van Aspergillus in de long, echter de gevoeligheid is erg
laag (30-50%)52. De laatste jaren heeft de detectie van galactomannan, een
onderdeel van de celwand van A. fumigatus, in BAL-vloeistof en serum een
bijdrage geleverd aan een vroege diagnose van IA**. PCR methodes voor de
detectie van A. fumigatus in respiratoire monsters zijn ook beschreven in de
literatuur®*®®. Tot op heden hebben studies die de A. fumigatus PCR
vergeliken met de bepaling van galactomannan geleid tot tegenstrijdige
resultaten. Becker ef a/® maakte gebruik van een diermodel om IA te
bestuderen. In hun studie bleek de kwantitatieve galactomannan superieur
boven de PCR in zowel serum als BAL-vloeistof. Een studie uitgevoerd door
Costa ef a/°” waarin de detectie van galactomannan vergeleken werd met de
PCR in serum van patiénten liet vergelijkbare resultaten zien. De studie van
Kami et a/*® liet een hogere sensitiviteit en specificiteit zien voor de PCR in
vergelijking met de galactomannan in serum van patiénten met IA. Elk van
deze drie studies gebruikte dezelfde ELISA voor de detectie van
galactomannan in hun monsters. De PCR methodes waren echter zeer
verschillend. In een studie werd een conventionele PCR gebruiktSB, terwijl in de
anderen gebruik werd gemaakt van een real-time PCR**®. De DNA isolatie,
het target en de gebruikte apparatuur verschilden tussen de drie studies. Voor
een deel zou dit de verschillende uitkomsten kunnen verklaren. De combinatie
van een real-time PCR en de ELISA voor de detectie van galactomannan zou
een toegevoegde waarde kunnen hebben in de IA diagnostiek.

Zoals eerder al gesteld werd, horen ook parasitaire aandoeningen van de
luchtwegen in de differentiaal diagnose van luchtweginfecties Dbij
immuungecompromitteerde patiénten. Een van de mogelijke verwekkers is
Toxoplasma gondii. T. gondii is een intracellulaire parasiet die alomtegen-
woordig is. Na de acute, bij immuuncompetente gastheren vaak
asymptomatische, fase van infectie, blijven bradyzoiten aanwezig in het
menselijk lichaam. Bij immuungecompromitteerde patiénten heeft de parasiet
de neiging om te reactiveren en een gedissemineerde ziekte te veroorzaken®
€ Een longinfectie met 7. gondlii wordt geassocieerd met een mortaliteit boven
de 50%°". De diagnose kan worden gesteld op een manier die vergelijkbaar is
met de diagnostiek van P. jiroveci, namelijk door microscopische analyse van
BAL-vloeistof®’. Echter, aangezien de patiénten die risico lopen op een 7.
gondiji infectie dezelfde zijn als de patiénten die tot de risicogroep voor PCP



behoren, hebben deze patiénten vaak al PCP profylaxe (co-trimoxazol). Co-
trimoxazol is ook effectief tegen 7. gondii, waardoor de hoeveelheid 7. gondii
aanwezig in BAL-vloeistof beinvioed kan worden, net zoals de hoeveelheid P.
Jiroveci in BAL-vloeistof beinvioed wordt. Deze invloed zou net voldoende
kunnen zijn om de parasiet niet te kunnen detecteren door middel van
microscopie, maar net onvoldoende om te beschermen tegen een
gedissemineerde 7. gondii infectie®®. Om de detectie van 7. gondii in BAL-
vloeistof te verbeteren zou het gebruik van een PCR nuttig kunnen zijn64.
Petersen ef a/®® bestudeerden 332 BAL-vloeistof monsters van 290 HIV
positieve patiénten door middel van een real-time PCR. Zij vonden 7. gondii
DNA bij 7 patiénten, resulterend in een prevalentie van 2%. Aangezien
toxoplasmosis niet alleen geschreven wordt bij HIV positieve patiénten, maar
ook bij andere immuungecompromitteerde patiénten % zou de toevoeging van
een T. gondii PCR in het diagnostische traject van BAL-vloeistof zinvol kunnen
zijn. Om dit te evalueren zouden BAL-vloeistof monsters van immuun-
competente en immuungecompromitteerde patiénten (zowel HIV-positief als -
negatief) onderzocht moeten worden op de aanwezigheid van 7. gondii DNA
door middel van een real-time PCR. Dit zou kunnen leiden tot een toename
van gediagnosticeerde 7. gondiilonginfecties en daaropvolgende behandeling
met hoge dosis co-trimoxazol.



10.

11.

Object glaasjes gecoat met polylysine zijn niet superieur in vergelijking met
conventionele niet-gecoate glaasjes in de opwerking van bronchoalveolaire
lavage vloeistof.

Onder normale omstandigheden zijn reactieve pneumocyten type Il niet
aanwezig in bronchoalveolaire lavage vloeistof.

De aanwezigheid van reactieve pneumocyten type Il is geassocieerd met
aandoeningen waarbij er sprake is van een acute alveolaire schade zoals
bij extrinsiek allergische alveolitis en drug-induced longaandoeningen,
pneumocysten pneumonie en beademingspneumonie.

Antibioticatherapie gedurende de 72 uur voor afname van
bronchoalveolaire lavage vloeistof beinvioedt de voorspellende waarde van
de cytologische parameters voor de microscopisch gestelde diagnose
beademingspneumonie niet.

Van de cellen aanwezig in bronchoalveolaire lavage vloeistof is het
percentage geinfecteerde cellen de belangrijkste parameter voor de
differentiatie tussen de aan- en afwezigheid van een beademings-
pneumonie.

Het beste afkappunt voor het percentage geinfecteerde cellen is 2% indien
gebruik wordt gemaakt van een gestandaardiseerde methode. Het
combineren van het percentage geinfecteerde cellen met andere
parameters leverde geen verbetering op van de voorspellende waarden.
De drie verschillende in-house real-time polymerase ketting reactie testen
voor de detectie van P. jiroveci ontwikkeld in de academische ziekenhuizen
van Leiden, Nijmegen en Maastricht laten een uitstekende overeenkomst
zien.

P. jiroveci kwantitatief bepaald door middel van real-time polymerase
ketting reactie en microscopische kwantificatie leveren vergelijkbare
resultaten op.

Op dit moment is een absoluut afkappunt voor differentiatie tussen ziekte
en dragerschap van P. jiroveci niet te geven door aanwezigheid van een
grijs gebied.

In 32% van alle bronchoalveolaire lavage vloeistof monsters afgenomen bij
intensive care patiénten, wordt herpes simplex type 1 teruggevonden in de
bronchoalveolaire lavage vloeistof met behulp van polymerase ketting
reactie.

Een hoeveelheid herpes simplex type 1 in bronchoalveolaire lavage
vloeistof boven 105 ge/ml is een onafhankelijke voorspeller voor een
slechte prognose bij intensive care patiénten.



Dit proefschrift onderstreept de waarde van BAL-vloeistof in het diagnostisch
traject van infectieuze longinfecties. Vooral de toevoeging van moleculaire
methoden zal de diagnostische mogelijkheden en de sensitiviteit van BAL in de
diagnostiek naar infectieziektes doen toenemen.Toekomstige studies zijn nodig
om:

1. de bruikbaarheid van de humane TREM-1 Quantikine kit op
bronchoalveolaire lavage vloeistof te valideren

2. de bruikbaarheid van de humane TREM-1 Quantikine kit te evalueren als
voorspeller voor aan- of afwezigheid van een beademingspneumonie.

3. nieuw geintroduceerde technieken te verfijnen zoals de P. jiroveci PCR,
door het grijze gebied te verkleinen. Dit zou namelijk een verbetering van
de klinische toepasbaarheid betekenen. Twee mogelijke strategieén
zouden kunnen zijn:

a. de detectie van LDH in zowel bronchoalveolaire lavage vloeistof en
serum.

b. de detectie van B-D-glucan in zowel bronchoalveolaire lavage vloeistof
en serum

4. evaluatie van het herpes simplex type 1 polymerase ketting reactie
afkappunt van 10° ge/ml in een prospectieve interventie studie.

5. evaluatie van de klinische toepasbaarheid van een respiratoire multiplex
PCR (inclusief humaan metapneumovirus) bij patiénten met een
respiratoire achteruitgang terwijl ze beademd worden op de intensive care.

6. evaluatie van de klinische toepasbaarheid van een respiratoire multiplex
PCR (inclusief humaan metapneumovirus) bij pati€énten opgenomen op de
hematologie/oncologie afdeling met tekenen van een luchtweginfectie.

7. evaluatie van de combinatie van een Aspergillus fumigatus specifieke real-
time polymerase ketting reactie en de enzyme-linked immuno sorbent
assay voor de detectie van circulerende galactomannan in zowel BAL-
vloeistof en serum van patiénten verdacht van een invasieve Aspergillose.

8. evaluatie van de klinische waarde van een 7. gondlii real-time polymerase
ketting reactie op  bronchoalveolaire lavage vloeistof van
immuungecompromitteerde patiénten verdacht van een luchtweginfectie.

Concluderend, onderzoek van BAL-vloeistof is zeer waardevol in het
diagnostisch traject van luchtweginfecties. Met name de toevoeging van
moleculaire technieken voor virale pathogenen, schimmels en parasieten zal
een toename opleveren van aangetoonde infecties. Dit zal vervolgens leiden
een toename van de Kkosteneffectiviteit en een verbetering van de
patiéntenzorg door gerichte therapie.
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