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1. Korte samenvatting van de voornaamste bevindingen 2011 
 
Invasieve mycosen 
Er werd een nationale Aspergillus surveillance opgestart met als voornaamste doelstellingen 
om de speciesdistributie en het percentage resistentie tegen de eerstelijnstherapie 
(voriconazole) te bepalen. 
 
Er werden 131 isolaten afkomstig van 117 patiënten uit 18 verschillende centra onderzocht. 
Al deze isolaten werden als klinisch significant beoordeeld. Het voornaamste species was 
Aspergillus fumigatus (108/131) gevolgd door Aspergillus flavus (10/131). 1.9% van de patiënten 
(2/103) waren geïnfecteerd met A. fumigatus resistent aan triazole antifungale 
geneesmiddelen. Dit resultaat is vergelijkbaar met het percentage azolenresistentie (1,2%) 
dat werd bepaald in een monocentrische studie (UZ Leuven) tijdens de periode 2006-20071. 
Het percentage azolenresistentie bij A. fumigatus in België blijft dus laag en stabiel, dit in 
tegenstelling tot de rapporten uit Nederland2 en het Verenigd Koninkrijk3. 
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Dermatofytosen 
 
In totaal werden 395 fungale isolaten geïdentificeerd afkomstig uit huid (n=126), haar (n=14) 
en nagels (n=252). De isolaten werden geïdentificeerd aan de hand van microscopie en ITS 
sequencing voor confirmatie van specifieke en relevante species waar nodig.  
Microsporum audouinii was de belangrijkste fungale pathogeen gekweekt uit haar en was 
aanwezig in 35% van alle stalen. 
De isolaten gekweekt uit huidschilfers kunnen verdeeld worden in dermatofyten (64% van 
alle isolaten), gisten (8%, 10 Candida albicans en 2 non-albicans Candida) en andere non-
dermatofyten (28%). Onder de dermatofyten waren Trichophyton mentagrophytes complex en 
Trichophyton rubrum de belangrijkste species met 37 (45%) en 39 (48%) van de isolaten 
respectievelijk.  
T. rubrum (73/252) was de belangrijkste verwekker van onychomycosis. 
 
2. Overzicht van de activiteiten 
 
Speciesidentificatie aan de hand van Maldi-TOF massaspectrometrie 
 
Identificatie van gisten  
Een kritische evaluatie van de identificatie van gisten aan de hand van matrix-assisted laser 
desorption/ionisation time-of-flight massaspectrometrie (MALDI-TOF MS) werd uitgevoerd 
(zie bijlage). 
De identificatie van gisten via MALDI-TOF MS is voornamelijk afhankelijk van de gebruikte 
extractieprocedure en de aanwezigheid van voldoende referentiespectra in de databank. De 
invloed van andere factoren zoals voedingsbodem, incubatieduur en -temperatuur, matrix en 
apparatuur is zeer beperkt.  
De klassieke extractie met ethanol en mierenzuur levert de beste resultaten, maar is 
arbeidsintensief en tijdrovend. Een verkorte procedure met directe applicatie van 
mierenzuur 70% levert eveneens goede resultaten. De cutoff voor identificatie met de 
Biotyper® software van Bruker (Bruker Daltonics, Germany) werd in verschillende studies 
verlaagd tot logscore ≥ 1.7, met eveneens goede resultaten.  

Persoonlijke ervaring leert dat de manuele „beschieting  van het target en opname van 

massaspectra die niet aan de strikte criteria van de automatische meting beantwoorden, toch 
in veel gevallen leidt tot goede identificaties.  
Een beperkte uitbreiding van de Biotyper databank met 26 goed getypeerde gisten 
verhoogde de acceptatiegraad van 72% tot 88%. Bij inclusie van duplobepalingen steeg de 
acceptatiegraad van 82% tot 92%. Opvallend is dat in 84% tot 90% van de identificaties, een 
zelf gegenereerd referentiespectrum als beste match werd gevonden.  
De analyse van cryptokokken via MALDI-TOF MS wordt gehinderd door het beperkt aantal 
referentiespectra in de Biotyper databank. Door uitbreiding van deze databank met 20 extra 

MSP s (Main Spectra) kunnen de species C. neoformans en C. gattii betrouwbaar van elkaar te 



onderscheiden worden. Differentiatie tussen C. neoformans var. grubii en var. neoformans is 
in theorie mogelijk, maar dient nog verder te worden geëvalueerd met klinische stammen. 
 
Identificatie van dermatofyten 
De identificatie van dermatofyten wordt voor het ogenblik uitgevoerd aan de hand van 
macroscopisch en microscopisch onderzoek. De meesten stammen kunnen vlot 
geïdentificeerd worden door klinisch biologen en laboratoriumtechnologen met expertise 
binnen het domein van de mycologie. Toch vereist de identificatie van dermatofyten op 
species niveau soms andere technieken omwille van atypische morfologie van sommige 
klinische isolaten. Subcultuur op specifieke media en biochemische testen zijn tijdsrovend. 
Moleculaire biologische testen zijn accurater. Sequentie-analyse is voor het ogenblik de 
referentiemethode voor een correcte species identificatie. Deze techniek is echter beperkt 
tot gespecialiseerde laboratoria waardoor er een noodzaak is aan de ontwikkeling van 
eenvoudig uit te voeren methoden. Massaspectrometrie wordt actueel meer en meer 
gebruikt door klinische laboratoria voor de identificatie van bacteriën en gisten. Deze 
methode is eenvoudig uit te voeren direct op verse kolonies gegroeid op vaste media of in 
vloeibaar medium. De bedoeling van onze studie was om de performantie te evalueren van 
de Bruker Maldi-TOF MS voor de identificatie van filamenteuze fungi en vooral van 
dermatofyten op species niveau. 
De studie werd uitgevoerd in drie stappen. In een eerste fase werd sequentie-analyse 
uitgevoerd op dermatofyten die goed gekarakteriseerd werden aan de hand van microscopie. 
In een tweede fase werd de Maldi Biotyper database aangevuld met referentiestammen en 
stammen waarop sequentie-analyse werd uitgevoerd. Tenslotte werden 70 fungale isolaten 
die gekweekt werden uit nagels, haar en huid geanalyseerd aan de hand van 
massaspectrometrie en werden de resultaten vergeleken met de identificatie bekomen aan 
de hand van sequentie-analyse. 
De Maldi Biotyper database werd aangerijkt met spectra van dermatofyten zodat de meeste 
species die in de klinische praktijk worden waargenomen opgenomen zijn. De analyse met 
massaspectrometrie werd rechtreeks uitgevoerd op fungale isolaten na 2 tot 3 dagen cultuur 
op Sabouraud agar of Malt agar media. 
Op dit ogenblik is de concordantie tussen de conventionele identificatie en 
massaspectrometrie 71% op species niveau en 80% op genus niveau. De resultaten moeten 
nog aangevuld worden met de finale identificatie van de isolaten op basis van sequentie-
analyse en ook door inclusie van andere isolaten. Deze voorlopige resultaten zijn dus 
beloftevol wat betreft het gebruik van massaspectrometrie als complementaire methode 
voor de conventionele identificatietechnieken voor filamenteuze fungi geïsoleerd uit haar, 
huid en nagels. De analyse van een groter aantal isolaten is noodzakelijk om de reële 
performantiekarakteristieken van deze techniek te evalueren. 
 
 
Andere activiteiten 

• Speciesidentificatie isolaten via microscopie, macroscopie, ITS-sequencing of beta-
tubulin sequencing 

• PCR (+ sequencing) voor detectie en identificatie van fungi in biopten 
• Gevoeligheidsbepaling van filamenteuze fungi en gisten van invasieve mycosen 
• Aspergillus surveillance 
• Surveillance dermatofytosen 
• Adviesfunctie naar behandeling/diagnose/doorverwijzing patiënten met invasieve 

mycose 



 
 

3. Epidemiologische karakteristieken 
 
Aspergillus surveillance 
 
De meeste opgestuurde Aspergillus stammen waren afkomstig van patiënten met een 
waarschijnlijke invasieve aspergillose (probable IA) volgens de EORTC criteria (figuur 1) 4. 
Een belangrijke deel (17%) van de stammen was afkomstig van patiënten met klinische 
significante, acute invasieve aspergillose die niet strikt classificeerbaar zijn volgens de EORTC 
criteria. Dit zijn voornamelijk intensieve zorgen patiënten die geen gastheercriterium of 
klinische criterium (voornamelijk wanneer enkel RX thorax werd uitgevoerd en geen CT 
scanning) hebben volgens de EORTC definities. De man-vrouw verhouding van de patiënten 
waarbij de Aspergillus stammen werden gekweekt is weergegeven in figuur 2. A. fumigatus was 
de belangrijkste pathogeen (82%) (figuur 3). 
De gevoeligheid van alle isolaten aan itraconazole, voriconazole en posaconazole werd getest 
volgens de CLSI methodologie.  Drie van de 108 A. fumigatus isolaten (2,8%) waren resistent 
aan azolen waarbij 2 isolaten afkomstig waren van dezelfde patiënt 
Een gedetailleerde analyse van de surveillance resultaten (inclusief bepaling van het 
resistentiemechanisme van de azole resistente stammen) zal nog worden uitgevoerd. 
 

 
 

 
 
Figuur 1. Klinische significantie van opgestuurde Aspergillus stammen.  
IA:invasieve aspergillose, ICU = invasieve aspergillose bij intensieve zorgen patiënt, APBA: allergische 
bronchopulmonale aspergillosis, CNPA/CCPA: chronische necrotiserende of chronische cavitaire pulmonaire 
aspergillosis 

 



 
 
Figuur 2. Man-vrouw verhouding van patiënten waarbij Aspergillus stam werden 
gekweekt. 
 

 
 
Figuur 3. Species distributie van de opgestuurde Aspergillus stammen 
 
Referentie 
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(2008);46(12):1813-21. 

 
 
Dermatofytosen 
 
1. Haar 

In totaal waren 64% van de stalen positief voor dermatofyten. M. audouinii was de 
belangrijkste fungale pathogeen en was aanwezig in 35% van alle stalen. De vier andere 
dermatofyten die werden gedetecteerd zijn Microsporum canis (n=2), Trichophyton 
violaceum (n=1) en T. mentagrophytes complex (n=1). De mediane leeftijd van de patiënten 
was 6 jaar. De andere species die werden gekweekt waren non-dermatofyt filamenteuze 
fungi aanwezig in de stalen als contaminanten. Onze resultaten benadrukken het belang 
van M. audouinii als verwekker van tinea capitis bij schoolgaande kinderen. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18462102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18462102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18462102


 
2. Huid 

In totaal werden 126 isolaten gekweekt uit huidschilfers geïdentificeerd. De isolaten 
kunnen verdeeld worden in dermatofyten (64% van alle isolaten), gisten (8%, 10 Candida 
albicans en 2 non-albicans Candida) en andere non-dermatofyten (28%). 
Onder de dermatofyten waren T. mentagrophytes complex en T. rubrum de belangrijkste 
species met 37 (45%) en 39 (48%) van de isolaten respectievelijk. De andere 
dermatofyten ware als volgt: 1 Microsporum canis, 1 Microsporum persicolor, 1. Trichophyton 
schoenleinii, 1 Trichophyton soudanense en 1 Trichophyton tonsurans. 
De non-dermatofyten groep omvatte verschillende genera zoals Acremonium, Alternaria, 
Aspergillus, Fusarium, Scopulariopsis en steriel mycelium fungi die niet verder werden 
onderzocht omwille van het gebrek aan klinische relevantie. De aanwezigheid van 
omgevingscontaminanten op het ogenblik van staalname leidt tot de kweek van niet 
relevante fungi welke de groei van echte pathogenen kan verhinderen. Het is belangrijk te 
benadrukken dat afname van huidschilfers moet voorafgegaan worden door de 
desinfectie van de huid met 70% alcohol om het risico op contaminatie te reduceren. 
Bovendien willen we het belang van het resultaat van het rechtstreeks onderzoek 
benadrukken bij de interpretatie van cultuurresultaten. 

 
3. Nagels  

De meeste positieve culturen waren afkomstig van nagels. Dit leidde tot de identificatie 
van 122 dermatofyten (48%), 12 (5%) Scopulariopsis brevicaulis, 1 Neoscytalidium 
dimitiadum, 15 (6%) gisten (verdeeld in 12 Candida spp en 3 Trichosporum spp) en 108 
non-dermatofyt fungi, meestal beschouwd als contaminaten. De dermatofyten omvatten 
73 T. rubrum, 44 T. mentagrophytes complex (59% en 35% respectievelijk). Drie andere 
dermatofyten species waren 2. T. soudanense, 1. T. violaceum, 1. T. erincaei. De groep van 
de contaminanten omvatte 23 Aspergillus spp, 1 Beauveria sp, 2 Chrysosporium spp, 9 
Cladosporium spp, 1 Curvularia sp, 4 Fusarium spp, 5 Paecilomyces spp, 11 Penicillium spp en 
andere niet relevante fungi. Deze groep van non-dermatofyten was goed 
vertegenwoordig en is waarschijnlijk gerelateerd aan het gebrek aan vertrouwen van 
laboratoria met het identificeren met meer zeldzame species. Het is belangrijk te 
benadrukken dat de aanwezigheid van non-dermatofyt fungi die potentieel pathogeen 
zijn, zoals Fusarium spp of Scopulariopsis spp moeten bevestigd worden aan de hand van 
een tweede staal vooraleer verantwoordelijk te achten voor de symptomatologie zeker 
omdat door de groei van deze fungi de gelijktijdige aanwezigheid van een dermatofyt kan 
gemist worden. T. rubrum is dus de belangrijkste verwekker van onychomycosis. Verdere 
moleculaire studies of al deze stammen identiek zijn of als er bepaalde genotypische 
verschillen zijn. 
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1. Résumé des principales ‘découvertes’ en 2011 : 
Présenter un résumé des principales ‘découvertes’ en 2011 (en texte, les graphiques peuvent être 
présentés dans le point 3). 
 
2. Aperçu des activités : 
Présenter une description des activités du centre de référence en 2011 (diagnostic, surveillance, 
recherche, …); développement de nouvelles techniques pour le diagnostic ou la surveillance. 
 
3. Caractéristiques épidémiologiques : 
Présenter une description des caractéristiques épidémiologiques. 
Sont importants (si d’application pour le pathogène considéré) les points suivants : 

 Evolution durant les années précédentes (nombre de cas, résistance, sérotypes, 
génotypes) 

 Répartition géographique  
 Répartition par sexe et par groupe d’âge  
 Evolution saisonnière 
 Pays d’infection (si infection importée) 
 Autre information spécifique pour les activités de référence 
 … 

 
 
 
 
 


