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CLINICAL BOTTOM LINE

Aangezien de symptomen van de ziekte van Whipple vaak aspecifiek zijn en de ziekte zeldzaam is
verloopt de diagnostiek vaak moeilijk. Op basis van de beschikbare literatuur werd een diagnostische
flowchart opgesteld voor zowel de klassieke vorm van de ziekte als de chronisch gelokaliseerde vorm.
Voor het diagnosticeren van de klassieke vorm van de ziekte dient er eerst een PCR-test te gebeuren
op een faecesstaal. Indien dit resultaat negatief is, is het onwaarschijnlijk dat de patiént zich
presenteert met de klassieke vorm van de ziekte. Bij een positief resultaat moeten duodenumbiopsies
genomen worden om de diagnose te bevestigen. Hierop gebeurt een PAS-kleuring en een PCR-test.
Indien beide technieken positief zijn, is de diagnose van de ziekte van Whipple gesteld. Wanneer
slechts één van beide technieken positief is, is er een tentatieve diagnose en kan de diagnostiek
uitgevoerd worden op een nieuw staal. Indien beide technieken negatief zijn, is de diagnose
onwaarschijnlijk. Bij de chronisch gelokaliseerde vorm van de ziekte dienen er idealiter stalen genomen
te worden van de plaats die vermoedelijk geinfecteerd is. Dit kunnen vochten en/of weefsels zijn. De
verdere uitwerking van deze stalen gebeurt op dezelfde wijze als beschreven voor de

duodenumbiopten.

Een nieuw aanvraagformulier werd gecreéerd met als doel correcte informatie over het staaltype,

vorige en/of bijkomende testresultaten en klinische gegevens te krijgen.



Zo kunnen wij als nationaal referentielaboratorium meer kennis vergaren omtrent de presentatie en

diagnostiek van deze zeldzame bacteriéle infectieziekte.

Verder werden de eigen data getoetst aan de literatuur.

CLINICAL/DIAGNOSTIC SCENARIO

De ziekte van Whipple is een zeldzame ziekte die veroorzaakt wordt door een infectie met de bacterie
Tropheryma whipplei. De literatuur omtrent de bacterie en de infectieziekte is beperkt en niet steeds
eenduidig. De twee belangrijkste klinische presentaties van de ziekte van Whipple zijn de klassieke
vorm en de chronisch gelokaliseerde vorm. De klassieke vorm van de ziekte komt het meest frequent
voor. Het is een multisysteemaandoening gekarakteriseerd door artralgieén, gastro-intestinale
ongemakken (diarree en buikpijn) en uitgesproken vermagering. In ernstigere gevallen van de klassieke
vorm van ziekte van Whipple kunnen er ook neurologische klachten zijn. Bij de chronisch
gelokaliseerde ziekte zijn de meest prominente symptomen van de klassieke ziekte (artralgieén en
diarree) meestal afwezig, aangezien er geen systemische infectie is met T. whipplei. Endocarditis is de
meest voorkomende gelokaliseerde infectie. De meeste patiénten presenteren zich met aspecifieke
symptomen waardoor de diagnostiek vaak moeilijk en traag verloopt. Als nationaal
referentielaboratorium (NRL) voor T. whipplei in Belgié willen we een leidraad opstellen om de
doorsturende laboratoria te ondersteunen bij het stellen van de diagnose: testbeleid, geschikte
staaltypes, interpretatie van resultaten, etc. Om deze te kunnen opstellen wordt een algemeen
overzicht gegeven van deze bacterie. Op basis van de literatuurstudie wordt ook het nieuwe
aanvraagformulier voor het NRL opgesteld. Door het verzamelen van extra klinische informatie hopen
we meer inzicht te krijgen in de ziekte en het diagnostisch proces verder te optimaliseren. Bijkomend
worden de eigen data retrospectief verwerkt om een zicht te krijgen op de epidemiologie in Belgié en

de karakteristieken van de positieve patiénten. Beiden worden getoetst aan de literatuur.



QUESTION(S)

1) Wat is een goede diagnostische workflow voor het opsporen van de ziekte van Whipple?
2) Welke informatie moet het nieuwe aanvraagformulier voor T. whipplei bevatten?
3) Presentatie van de eigen epidemiologische data en karakteristieken van de patiénten, en toetsing

aan de literatuur.

APPRAISAL

Literatuurstudie
Achtergrond

De ziekte van Whipple, voor het eerst

. . Authors Date Advance Ref.
beSCh reven door George Hoyt Whlpple in Whipple 1907 First description of an unknown disease [19]
. . . . Olivier-Pascual et al. 1947 First diagnosis before the death of a patient [21]
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Louis et al 1996 Certain localized encephalitis [23]
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Raoult et al. 2000 First cultivation of the bacterium [38]

N H La Scola et al. 2001 t phenotypic characterization and naming of the [39]
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. . Maibach et al. 2002 Detection of healthy carriage in stool specimens 1]

micro-o rganlsme de 0OOorzaa k was van de Bentley et al. 2003 Full sequencing of two genomes from two different strains [40]

Raoult et al. 2003 of T. whipplei 141

ziekte van de patiént. Whipple beschouwde , t report of acute infections .

Raoult et al. 2010 { enteriti 5]

Fenollar et al. 2010 Bacteremia 14

de waargenomen intestinale lipodystrofie als

Keita AK, Raoult D, Fenollar F. Tropheryma whipplei as a commensal bacterium.
een gevolg  van een  verstoord  Future Microbiol 2013; 8: 57-71.
vetmetabolisme.® De ziekte werd in 1949
omgedoopt tot de ‘ziekte van Whipple’ nadat onderzoek aantoonde dat intestinale lipodystrofie
eerder een complicatie is dan de oorzaak van de ziekte.* In 1952 werd de eerste antibioticabehandeling

voorgeschreven aan een patiént met de ziekte. Aangezien deze succesvol was, werd verondersteld dat

een bacterie de verwekker zou kunnen zijn.

De eerste beschrijving van dit micro-organisme was "zilverkleurig staafvormig" en het werd voor het

eerst gezien in de vacuolen van macrofagen van getroffen patiénten.



In 1991 konden specifieke 16S rRNA-segmenten met behulp van PCR geamplificeerd worden. Het is op
dat moment dat de bacterie Tropheryma whippelii werd genoemd, waarbij het woord trophe Grieks is
voor voeding en eryma voor barriere, aangezien de ziekte voor malabsorptie zorgt. In 2001 kreeg de

bacterie de officiéle naam Tropheryma whipplei.>™®

Bacteriologie

T. whipplei is een grampositieve, staafvormige bacterie behorend tot de familie van actinomyceten,
die pas in 1997 voor het eerst in kweek gebracht kon worden.® Tot dan was het moeilijk om
karakteristieken van de ziekteverwekker in kaart te brengen. Aangezien de bacterie deficiénties heeft
in de biosynthese van aminozuren is een levende eukaryote gastheercel of substitutie van deze
aminozuren nodig om T. whipplei in cultuur te brengen.® De eerste in vitro experimenten toonden een

zeer lange verdubbelingstijd van ongeveer 18 dagen.®!° Uit andere studies bleek dat de gemiddelde

tijd om T. whipplei te kweken 30 dagen bedraagt, wat
routinematige, kweek-gebaseerde detectiemethoden
extreem bemoeilijkt. Een bijkomende belemmering van
cultuur is dat er vaak overgroei is van andere
darmbacterién. Deze eigenschappen maken het

praktisch onmogelijlk om de aanwezigheid van T.

whipplei in een patiéntenstaal louter met kweek vast te

Figure 1: Morphology of Tropheryma whipplei as visualised by electron
microscopy

Electron microscopic view of T whipplei. The characteristic, rod-shaped Ste”en- In fy|0genetiSChe StUdieS Werd gevonden dat de

(0-25x2 pm) organism is found typically in macrophages of the lamina propria

of the small intestine. It can be observed in the extracellular space in florid bacterie gram-positief is, maar met gramkleuring vaak
’

disease or within cells in various stages of degradation. T whipplei shows a
trilaminar plasma membrane, a surrounding homogeneous cell wall, and an

outer trilaminar membrane-like structure (magnification x20 000). als gram-va riabel Wwaargenomen wordt.’

Marth T, Moos V, Mdller C, Biagi F, Schneider T. Tropheryma 3 .
whipplei infection and Whipple’s disease. Lancet Infect Dis 2016; Elektronenmicroscopie werd toegepast om aan te tonen

e hoe deze bacterie in het lichaam voorkomt. Er werd
gezien dat T. whipplei in twee verschillende vormen kan voorkomen: de eerste vorm is intracellulair,
ingebed in de vacuolen van geinfecteerde cellen en de tweede is een extracellulaire vorm waarbij de
bacterie massieve aggregaten vormt in de extracellulaire matrix. Er wordt aangenomen dat deze
laatste een slapende vorm is.> Met behulp van moleculaire technieken zijn nu reeds meer dan 72

genotypes van deze bacterie geidentificeerd, dewelke kunnen onderscheiden worden via sequenering

van vier hoogvariabele regio’s in het genoom. De meest voorkomende types in Europa zijn type 1 en

3 3,11

Klinisch beeld

De klinische presentatie van de ziekte van Whipple is niet eenduidig, een verscheidenheid aan

symptomen wordt beschreven.



Er zijn vier gekende manifestaties van T. whipplei: (i) de klassieke ziekte van Whipple, (ii) de chronische
gelokaliseerde infectie, (iii) acute infecties en (iv) dragerschap. Aangezien de ziekte van Whipple
zeldzaam is, zijn er weinig studies die aangeven wat de verhouding van voorkomen is tussen de
klassieke ziekte (i) en de chronisch gelokaliseerde infectie (ii). In een studie met 142 patiénten van het
nationaal referentiecentrum van Frankrijk kwam de klassieke ziekte van Whipple voor bij ongeveer
85% en de gelokaliseerde ziekte bij ongeveer 15% van de patiénten.'? De acute infecties (iii) zijn recent
voor het eerst beschreven en er zijn nog te weinig data voorhanden om de incidentie hiervan te kunnen

inschatten.

De klassieke ziekte (i) is een multisysteemaandoening gekarakteriseerd door artralgieén, gastro-
intestinale ongemakken (diarree en buikpijn) en uitgesproken vermagering.! Aangezien deze
symptomen aspecifiek zijn en ook kunnen passen bij talloze andere aandoeningen duurt het vaak lang

voor de klassieke ziekte van Whipple gediagnosticeerd wordt.®

Gewrichtssymptomen treden vaak vroeg op in de ziekte en kunnen jaren voor de overige symptomen
aanwezig zijn.’>'* Bij een eerste presentatie bij de arts is het dus mogelijk dat niet alle symptomen
manifest aanwezig zijn.® Gewrichtsklachten zoals artralgie en artritis worden gezien bij het merendeel
van de patiénten (70-90%).1%%> De typische presentatie is een migrerende artralgie van de grote,
perifere gewrichten (knie, enkel, pols). Dit heeft tot gevolg dat de ziekte van Whipple vaak eerst
verkeerdelijk gediagnosticeerd wordt als een seronegatieve inflammatoire gewrichtsziekte zoals
reumatoide artritis. Dokter Whipple stelde ook vast dat de eerste symptomen van zijn patiénten

‘artritis in verscheidene gewrichten” waren.>%%°

De gastro-intestinale symptomen treden vaak later op dan gewrichtsklachten maar zijn dan wel
prominent. Zowel het duodenum, jejunum als ileum kunnen aangetast zijn alsook de maag, slokdarm
en lever, maar dit is minder voorkomend. Intermittente diarree en een koliekachtige abdominale pijn
komen respectievelijk voor bij 70-85% en 50-90% van de patiénten.®> Ook waterige diarree en
steatorree kunnen voorkomen. Dit leidt tot malabsorptie en vermagering wat resulteert in

vermoeidheid.>®1*

Andere symptomen zoals koorts, lymfadenopathieén en hyperpigmentatie werden gerapporteerd bij

ongeveer 45% van de patiénten 01>

In ernstigere gevallen van de ziekte van Whipple kunnen er ook neurologische klachten zijn. Dit werd
bij 10-40% van de patiénten met de klassieke ziekte gemeld. De incidentie van neuro-Whipple stijgt

naargelang een patiént langer geinfecteerd is met de bacterie.®



De symptomen zijn afhankelijk van welk deel van het centraal zenuwstelsel wordt aangetast en kunnen
variéren van abnormale bewegingen tot geheugenproblemen en coma. De aantasting van het centraal

zenuwstelsel (CZS) kan ook asymptomatisch blijven.>®

Een tweede klinische presentatie is de gelokaliseerde, chronische infectie (ii). De meest prominente
symptomen van de klassieke ziekte zoals artralgieén en diarree zijn hierbij meestal afwezig, aangezien
er geen systemische infectie is met T. whipplei. Endocarditis is de meest voorkomende gelokaliseerde
infectie. Het klinisch beeld past bij een subacute of chronische endocarditis, maar de culturen zullen

uiteraard negatief blijven. Ook osteoarticulaire infecties en uveitis zijh beschreven. ®

Enkele acute infecties (iii) worden sinds kort gelinkt aan T. whipplei, waaronder gastro-enteritis,

>17-19 Er wordt aangenomen dat deze zelflimiterend zijn. Aangezien er over

pneumonie of bacteriémie.
de acute infecties met hun verschillende presentaties slechts beperkte data voorhanden zijn, dient er

verder onderzoek te gebeuren om de exacte rol van T. whipplei te bepalen.®

Incidentie
De ziekte van Whipple is een typisch Kaukasische ziekte die zeer zeldzaam is bij de autochtone

Aziatische en Afrikaanse bevolking. Louter dragerschap van de bacterie is wel veelvoorkomend bij deze
groepen.® Initieel werd de prevalentie geschat op minder dan 1/1.000.000 mensen. Echter in 2015
rapporteerde een studie in Italié dat deze 3/1.000.000 personen zou zijn** en een grote
epidemiologische studie in de Verenigde Staten meldde dat de prevalentie nog hoger (10/1.000.000
personen) zou liggen.?’ Deze (ogenschijnlijke) toename is vermoedelijk te wijten aan de toenemende
klinische kennis en vooruitgang in diagnostische technieken.® De opmerking die bij de
prevalentiestudies gemaakt dient te worden is dat er mogelijk een onderschatting is gezien de
moeilijke diagnostiek en het feit dat sommige patiénten met de ziekte van Whipple foutief

gediagnosticeerd worden met gastro-intestinale of reumatologische aandoeningen.

Meerdere recente studies hebben aangetoond dat de ziekte voornamelijk de mannelijke populatie

162122 Echter, een grote

treft’®2!, met een gemiddelde leeftijd bij diagnose van +/-50 jaar.
epidemiologische studie in de Verenigde Staten toonde een gelijke verdeling van de man-vrouw ratio

bij de patiénten. Daarnaast werd de ziekte vooral vastgesteld bij patiénten ouder dan 50 jaar.?°

Dragerschap

Dragerschap van de bacterie werd voor het eerst beschreven door Dutly en Altwegg. Zij toonden aan
dat T. whipplei met PCR gedetecteerd kan worden in maagvocht zonder dat de pati€énten enig
symptoom vertonen.'® Hoewel de incidentie van de ziekte van Whipple laag is, komt de bacterie wel

wijdverspreid voor in de populatie.



Er wordt geschat dat in Europa 48% van de bevolking antistoffen heeft tegen de bacterie en de
aanwezigheid van T. whipplei in stoelgang bij asymptomatische personen zou tussen de 1.5-11% liggen.
2324 Momenteel is geen verschil tussen mannen en vrouwen beschreven alsook geen verhoogd
voorkomen bij een specifieke leeftijdscategorie. Dragerschap zou wel hoger zijn in specifieke
populaties zoals rioolwerkers en daklozen. Zo kon een positief faecesstaal gevonden worden bij tot
25% van de rioolwerkers.?> Ook bij landbouwers en andere mensen met frequente blootstelling aan
de bodem of dieren was er een hogere prevalentie.?! Een andere studie toonde aan dat dragerschap
in het speeksel van rioolwerkers tussen 0.2-2% lag en 3.7% bedroeg bij daklozen, en dat wanneer

speekselstalen positief testten, faecesstalen normaliter ook positief waren.”

Sommige klonen van de bacterie circuleren in specifieke gemeenschappen, wat mens-op-mens
overdracht suggereert. Familieleden van patiénten met de ziekte van Whipple hebben meer kans om
drager te zijn van deze bacterie. Het is echter niet duidelijk of dit dragerschap gerelateerd is aan de
overdracht van mens-op-mens of aan een gemeenschappelijke besmettingsbron. In een studie bij de
familieleden van patiénten was respectievelijk 8 en 31% van de speeksel- en faecesstalen positief.>?
Een andere studie analyseerde de stalen van familieleden van patiénten met bevestigd chronisch T.
whipplei dragerschap. Hierbij werd evenzeer een hogere prevalentie gezien bij de familieleden: 8 op
10 personen met nauw contact met de chronische dragers waren zelf ook drager van de bacterie.” De
vergelijkbare prevalentie van dit dragerschap bij genetisch en niet-genetisch verbonden gezinsleden
doet vermoeden dat er geen genetische susceptibiliteit bestaat voor het krijgen van deze bacterie. De
hypothese dat de mens het enige reservoir van de bacterie zou zijn wordt gesterkt door studies waarbij
er geen T. whipplei werd gedetecteerd in de omgeving (stof) en in bepaalde dieren (vlooien, teken,
apen).1%2¢ Zoals reeds beschreven wordt er wel een hogere prevalentie gevonden bij landbouwers en
personen met blootstelling aan dieren. Een verklaring hiervoor ontbreekt momenteel en verder
onderzoek naar dragerschap bij dieren zou helderheid kunnen brengen. Deze bacterie wordt wel
massaal gevonden in riool- en afvalwater.?”-? Hieruit zou afgeleid kunnen worden dat de bacterie kan
overleven in de omgeving waarbij de mens het reservoir kan zijn, maar ook ratten en andere dieren
die in riolen aanwezig zijn komen in contact met dit water. Ook dit is een mogelijke dierlijke bron die

verder onderzocht dient te worden.

Omwille van het voorkomen van asymptomatisch dragerschap van de bacterie moeten de resultaten
van niet-invasieve stalen steeds met voorzichtigheid geinterpreteerd worden en dient er verdere

diagnostiek te gebeuren wanneer deze positief zijn.>**



Pathogenese
T. whipplei wordt opgenomen door macrofagen van de darmmucosa. In deze macrofagen kan de

bacterie zich vermenigvuldigen. De ziekte van Whipple is uiterst zeldzaam, maar toch wordt T. whipplei
beschouwd als een bacterie die sterk vertegenwoordigd is in de menselijke darmen. Zoals reeds
aangehaald ontwikkelt slechts een klein percentage van de dragers ook effectief de ziekte van Whipple
en de meeste personen vertonen asymptomatisch dragerschap. Dit is echter moeilijk eenduidig vast
te stellen aangezien gastro-enteritis vaak geen uitgebreide diagnostiek vereist en zelflimiterend kan
zijn. De diagnose van een (acute) Whipple-infectie kan dus over het hoofd gezien worden.>Verder kan
deze bacil ook op andere plaatsen in het lichaam voorkomen en ziekte veroorzaken, onder meer in
lever, hart, longen en hersenen. Deze sites vertonen een gebrek aan inflammatoire respons bij het
binnendringen van de bacterie.® Vermoedelijk resulteert dit uit het feit dat de bacterie een
dysregulatie van de mucosale T-helper cellen kan veroorzaken.>? In tegenstelling tot het dragerschap,
dat niet gerelateerd zou zijn aan genetische voorbeschiktheid, wordt er geopperd dat er een specifieke
genetische predispositie zou bestaan voor het ontwikkelen van de ziekte van Whipple. De oorsprong
zou liggen in de HLA-genen (allelen DRB1*13 en DQB1*06) die interfereren met de presentatie van
antigenen® of in een polymorfisme van andere genen zoals IL16. Een studie die de verhoogde
vatbaarheid voor T. whipplei wou koppelen aan een specifiek polymorfisme in cytokine genen slaagde
hier niet in, niettegenstaande dit in andere studies wel gesuggereerd werd. Dit is mogelijk te verklaren
door de zeer complexe cytokinesystemen.? Verder zou ook immuunsuppressie een rol kunnen spelen

in het ontwikkelen van de ziekte.

Antistoffen
Na het eerste contact met T. whipplei, vermoedelijk vanuit de omgeving of door mens-op-mens

overdracht, ontwikkelen de meeste dragers een protectieve immuunrespons door de productie van
specifieke antistoffen. Dit voorkomt dat de bacterie zich verder in het lichaam kan verspreiden of dit
kan zelfs voor een volledige eliminatie van de bacterie uit het lichaam zorgen. Ondanks deze
immuunreactie kan het dragerschap meerdere jaren aanhouden zonder ontwikkelen van een infectie.®
Studies die de serologie van patiénten met de ziekte van Whipple onderzochten toonden aan dat de
klassieke humorale immuunrespons (IgG) hoger is bij asymptomatische dragers dan bij patiénten met
de klassieke ziekte van Whipple. Dit paradoxaal resultaat kan het gevolg zijn van het inefficiént klaren
van de bacterie door patiénten, zoals hierboven beschreven.332 De rol van IgA antistoffen is nog
onduidelijk. Een studie toonde aan dat patiénten hogere titers IgA antistoffen hadden dan
asymptomatische dragers 32, maar dit kon niet bevestigd worden in een andere studie die antistoffen

bij patiénten met de klassieke ziekte van Whipple onderzocht.



Bijkomend onderzoek dient duidelijkheid te brengen over de rol van antistoffen in de ziekte van
Whipple en of deze al dan niet bruikbaar kunnen zijn om te differentiéren tussen asymptomatisch

dragerschap en infectie.

Diagnose
Klassieke ziekte van Whipple
Zoals reeds aangehaald zijn de symptomen van de klassieke vorm van de ziekte van Whipple vaak niet

specifiek, kan er een lange periode zitten tussen deze eerste aspecifieke symptomen (artralgieén,
gastro-intestinale ongemakken etc.) en het volledige ziektebeeld, en is het een zeldzame ziekte.® Dit
maakt het moeilijk voor artsen om de ziekte te diagnosticeren, waardoor dit vaak pas laattijdig gebeurt.
De ziekte van Whipple zou bij deze aspecifieke symptomen dus steeds mee in de differentiaal diagnose
genomen moeten worden, zeker wanneer intermittente gewrichtspijn aanwezig is. Daarnaast
bemoeilijkt het bestaan van asymptomatisch dragerschap de interpretatie van de resultaten zoals al

eerder aangehaald werd.

De diagnose van de ziekte kan gesteld worden door het aantonen van de bacterie in verscheidene
staaltypes. De staaltypes die het vaakst vermeld worden om de klassieke ziekte van Whipple vast te
stellen zijn niet-invasieve stalen zoals faeces en speeksel, en duodenumbiopten. Deze kunnen
geanalyseerd worden met PCR of PAS-kleuring. Dit zijn de routinemethoden om de kiem te detecteren,
dewelke gecombineerd kunnen worden wanneer het weefsels of steriele vochten betreft. Dit zorgt
voor een hogere specificiteit. Om reeds eerder vernoemde redenen wordt er niet systematisch
geprobeerd om de bacterie te isoleren uit cultuur. Verder zou ook gastroscopie kunnen bijdragen aan
de diagnose, aangezien het uitzicht van de duodenummucosa een richtinggevend macroscopisch beeld

kan tonen.

PAS-kleuring
Intracellulaire bacterién kunnen gevisualiseerd worden met een Perjoodzuur-Schiff (PAS) kleuring. Dit

is een kleuring die gebruikt wordt in combinatie met diastase, een enzym dat glycogeen afbreekt. De
individuele staafvormige bacterién zullen zichtbaar worden in het cytoplasma van macrofagen en rood
aankleuren.>® Ook andere bacterién, mycobacterién en fungi kunnen laesies met PAS-positieve
macrofagen veroorzaken waarbij er nog bijkomende kleuringen moeten gebeuren om deze kiemen te

differentiéren, zoals een Ziehl-Neesen kleuring of gram-kleuring.1%33

PCR

Vermits in het begin van 1990 de moleculaire analyse van het 16s rRNA mogelijk werd, kon de Whipple
bacil gedetecteerd worden door PCR.1%3334 Er zijn verschillende targets die gebruikt kunnen worden
voor PCR. De eerste PCR’s gebruikten het rRNA gen van de bacterie, waarbij veel vals positieve

resultaten werden gezien.



De hypothese is dat ditzelfde rRNA gen bij andere kiemen voorkomt. Primers specifiek voor het 16S-
23S ribosomale DNA ITS-gen en voor het 650 basenparen fragment van het rpoB gen zouden veel
specifieker zijn.3* Het nationaal referentiecentrum van Frankrijk vergeleek hun conventionele PCR zoals
hierboven beschreven met een tweede, nieuwe PCR. Deze nieuwe ‘repeat’ PCR heeft als target 164
basenparen die zeven keer herhaald worden in het genoom van T. whipplei. Uit deze vergelijking bleek

dat deze nieuwe ‘repeat’ PCR nog gevoeliger was de reguliere PCR.%®

De targets die gebruikt worden in ons ziekenhuis zijn een niet-coderende repeat en het 16S rRNA. De
niet-coderende repeat komt zeven keer voor in het genoom van Tropheryma whipplei zoals hierboven
beschreven, resulteert in een amplicon van 118 basenparen en is zeer specifiek voor deze bacterie.
Andere Tropheryma species kunnen hier niet mee opgepikt worden, waardoor er gekozen werd voor
de 16S sequentie als tweede target. Hierbij werd wel gezocht in die gebieden waar het verschil met de
genetisch meest verwante organismen het grootst is. Dit bleken de eerste 104 basenparen van het 16S

te zijn.

Staaltypes

Nagenoeg alle staaltypes kunnen gebruikt worden om PCR op uit te voeren (biopsies, speeksel, faeces,
vochten etc.). Het staaltype heeft een grote invioed op de performantie van de diagnostiek. Eén van
de eerste studies die de PCR-methode gebruikte voor de detectie van T. Whipplei toonde aan dat
biopsies van het jejunum veel gevoeliger zijn dan deze van het rectum voor het aantonen van de
klassieke ziekte van Whipple.3* Aangezien het vaak ingrijpend is om meteen invasieve stalen af te
nemen, wordt er in de literatuur voorgesteld om eerst te testen op niet-invasieve stalen zoals speeksel
en stoelgang. De bacteriéle load zou veel hoger zijn bij patiénten met de ziekte van Whipple dan bij
mensen die louter drager zijn van de bacterie. In een studie van het Franse referentiecentrum werd

gezien dat de diagnose van de ziekte van Wh|pp|e zeker Table 3. Data for saliva and stool specimens obtained from pa-
tients with classic Whipple disease (WD), patients with localized
infection due to Tropheryma whipplei, and patients who received

overwogen moet worden wanneer speeksel of stoelgang . excluded diagnosis of WD.

positief test. Speeksel lijkt hier echter wel slechts een Specirnen type, no. of positive spadi-
mans/no. of tested specimans (%)
beperkte meerwaarde te hebben aangezien faeces bij 92%  Cinical context Saliva Stool  Saliva or stool
Classic WD 22/34 (65)  23/25 (92) 30432 (94)
van de patiénten reeds positief was. Dit testbeleid geldt Losslized infection 411 (38l 718 T2 (68)
Endocarditis 1/4 (28] 1/3 (331 1/4 (28]
H . : Meurologic infection 142 (50l 2/3 (671 /3 (67)
louter voor de klassieke ziekte van Whipple. Omgekeerd ™" e A
.. . . . e e Adenopathy 0/1 {0} o/ (o oA (o)
lijkt een klassieke presentatie van Whipple onwaarschijnlijk  pumenary infoction R Y —
Knes prosthesis infecton 0/ (0] 1/1 (100 11 (100

als zowel speeksel als stoelgang negatief testen. Slechts 6%  Asymptomatic carriers ~ 1/432 (02) 7/298 (23] 7/740 [0.9)

van de patiénten zou niet opgepikt worden wanneer beide  Fenoliar F, Laouira S, Lepidi H, Rolain JM, Raoult D. Value of
Tropheryma whipplei quantitative polymerase chain

staaltypes getest Worden.37 reaction assay for the diagnosis of Whipple disease:
Usefulness of saliva and stool specimens for first-line

screening. Clinical Infectious Diseases 2008; 47: 659-67.
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Bij asymptomatische dragers was slechts 0.2% van de speekselstalen positief. Ook faecesstalen werden
zelden positief getest bij deze populatie (2.3%), wat binnen de incidentie ligt die aangehaald wordt in
de literatuur.'>3” Het stellen van een diagnose van de ziekte van Whipple met PCR moet dus steeds
met voorzichtigheid gebeuren, aangezien positieve PCR-resultaten van faeces en speeksel gevonden

worden bij gezonde vrijwilligers.>®

Er wordt vermoed dat bij asymptomatisch dragerschap een lagere bacteriéle load in faeces aanwezig
is dan bij de ziekte van Whipple en de cycle treshold (CT)-waarde hoger is. Een cut-off van de CT-waarde
opstellen om te kunnen differentiéren tussen deze twee ziektepresentaties zou nuttig zijn om verdere
diagnostiek te vergemakkelijken.®® Om deze cut-off vast te stellen is momenteel echter onvoldoende

literatuur beschikbaar.

Een recente studie onderzocht urine als mogelijk staaltype voor het vaststellen van de ziekte van
Whipple. Wanneer de urine werd geanalyseerd met PCR bleek deze bij 9 van de 12 geinfecteerde
patiénten positief (gedefinieerd als twee andere positieve stalen aangetoond met PCR,
immuunhistochemie (IHC) of PAS-kleuring). In de controlegroepen (een groep waarbij de ziekte van
Whipple eerst vermoed werd, een groep met acute gastro-enteritis en een groep van gezonde
vrijwilligers) werden alle stalen correct negatief getest, terwijl er wel enkele stoelgangsstalen van deze
patiénten positief waren. Deze studie besloot dat urine een veelbelovend staaltype kan zijn voor de
diagnose van T. whipplei, mits bevestiging in andere studies.> De meerwaarde van urine als staaltype
dient zeker verder onderzocht te worden, niettegenstaande deze studie enkele beperkingen had. Zo
werd in de controlegroep bij de patiénten met een acute gastro-enteritis de ziekte van Whipple niet
uitgesloten en faecesstalen werden in deze groep wel positief getest. Aangezien recent gastro-enteritis
als een acute presentatie van de ziekte van Whipple beschreven werd, zal verder onderzoek nodig zijn

om dit te verduidelijken.

Performantie PAS kleuring versus PCR

Het vergelijken van de performantie van PAS-kleuring en PCR is moeilijk aangezien er geen strikte
diagnostische criteria zijn voor de ziekte van Whipple. De inclusiecriteria voor ‘patiénten met de ziekte
van Whipple’ verschillen sterk tussen studies, waardoor het moeilijk is eenduidige conclusies te
trekken uit de literatuur. Hieronder wordt een overzicht gegeven van de grote studies die beide

technieken vergeleken.

De eerste studie betreft patiénten die gediagnosticeerd werden met de ziekte van Whipple door
gebruik te maken van twee onafhankelijke technieken (PAS-kleuring, PCR of IHC). Een sterk positieve
PAS-kleuring (intens positieve cytoplasmatische insluitsels) werd gezien bij 88% van de patiénten (n =

168), wat in sommige gevallen bevestigd werd door een T. whipplei-specifieke IHC.
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Bij 91% van de patiénten (n = 173) was er een positieve PAS-kleuring (geen korrelige insluitsels, louter
diffuus zwak positief materiaal), wat een duidelijke hint was naar de diagnose. PCR werd niet op alle
dundarmbiopsies uitgevoerd, maar 91% van de uitgevoerde PCR’s (n = 91) toonden een positief

resultaat. Deze studie besluit dat zowel PAS-kleuring als PCR een hoge sensitiviteit hebben.1®40

Ook Crews et al vergeleken de PAS-kleuring met PCR. Zij includeerden patiénten die gediagnosticeerd
waren met de ziekte van Whipple door een positieve PAS-kleuring of door een positief PCR-resultaat.
Er werd een zeer goede sensitiviteit gezien voor PCR (92%) en een goede sensitiviteit voor PAS-kleuring

(86%).1

Table 3. Diagnostic Test Yields Differ by Classic vs Localized Whipple Dizease

Clazsic WD {n = 181, Mo, Positaef Localized WD Anthritis in = 90, Ma. Locakred CHS WD in = 6], Mo.

Mo, Tested (%) Fositive ™o, Tested (%) Fositive™o. Tested %) Fyalue
Small bowel Deopsy PAS stam® 1315 (B6) 1812y 116117} <.00”
Srmall bowel beopsy PCR 1213 (82 3743 25 (400 ma”
Syncrdal fluid PCR 373 (gl B/7 |BE) oo o 35
Cerabrospinal flued PCR 114 (25) 0/2 1ol 55 (100} oog’
Blood PCR TNZ (B8] 26 |33) 172 |60} .68
Onner PCR® 4/5 (B0) 00 01 141 100} .82
Abbroviations: CME, cemral nervous syshem; PAS, Periodic acid-Schiff; PCH, polymese chan reaction; WD, Whippk dissase

“Prualise considered sigraficant if « 08

'‘Otner PCH included 2 sitrecus agueous humor fluid PCRs (1 negative and 1 positieed, 1 lymph node tissue specimen PCR |positivel, and 1 anerial thrombws surgical pathalogy' specimen
PCR {positve)

Crews NR, Cawcutt KA, Pritt BS, Patel R, Virk A. Diagnostic approach for classic compared with localized whipple disease. Open Forum Infect Dis 2018; 5.

PCR zou een gevoeligere methode zijn dan de PAS-kleuring bij patiénten die reeds antibiotica genomen
hebben (respectievelijk nog 71% en 29% positief).3* Een recente review uit The Lancet ondersteunde
de hypothese dat PCR een nuttige diagnostische techniek is, maar dat deze steeds door een tweede

techniek (PAS of immuunhistochemie) bevestigd moet worden.°

Gastroscopie

Het macroscopisch uitzicht van de dunne darm bij
gastroscopie zou gedilateerde villi, extatische
lymfevaten, oedemen en duodenitis tonen. Deze

afwijkingen zijn echter niet specifiek.>1%16

Een recente studie stelde vast dat bij slechts 26%

van de patiénten de macroscopie van het

duodenum, bekeken met gastroscopie, verdacht

FIGURE 2. Macroscopic appearance of the duodenum at diagnostic endoscopy. (A) Characteristic but rare macroscopic appearance of
the duodenal mucosa of a heavily affected case with dlumsy and diated villi with ecstatic lymph vessels that are extensively infiltrated with

i -1 i (8) Discrets ith whitened villus tips. (C) Duodenal ith f a ducdenits. (D)
was voor een Whipple-infectie. Imacopheges, () Dhcree moctsconi spesrance wth whlened ks U, (€ Duodenal mcoss it g of o uocerits, ©)

hint of gastrointestinal affection.

Glinther U, Moos V, Offenmiiller G, et al. Gastrointestinal diagnosis of
classical whipple disease: Clinical, endoscopic, and histopathologic features
in 191 patients. Medicine (United States) 2015; 94.
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De uiteindelijke diagnose van de klassieke presentatie van de ziekte van Whipple werd gesteld aan de

hand van een positief staal bevestigd met twee onafhankelijke methodes.®

Immuunhistochemie

Een immuunhistochemische kleuring met antistoffen tegen T. whipplei kan bijkomende informatie
geven in situaties waar de diagnose onduidelijk is.? Een studie die de PAS-kleuring met IHC vergeleek
vond een zeer goede sensitiviteit van de IHC analyse, waarbij deze kleuring zelfs positief was bij een

negatieve PAS-kleuring.>*?

Over het algemeen is IHC, wanneer het adequaat uitgevoerd wordt, een zeer betrouwbare techniek
met een hoge specificiteit.*® Er moeten echter wel specifieke antilichamen voorhanden zijn, wat deze
techniek duur maakt. Aangezien de ziekte van Whipple zeldzaam is, worden deze antilichamen vaak

niet aangekocht.

Serologie

Western-blot technieken om IgG op te sporen gericht tegen T. whipplei worden sporadisch gebruikt.*
Zoals reeds aangehaald worden hogere titers IgG antistoffen gevonden bij asymptomatische dragers
dan bij patiénten die de klassieke ziekte van Whipple hebben. Hogere titers van IgA antistoffen zouden
gevonden worden bij patiénten, hoewel dit niet steeds bevestigd wordt. Serologie zou dus mogelijk
een plaats hebben in het bevestigen van asymptomatisch dragerschap van de ziekte van Whipple.32
Verdere studies dienen opgezet te worden om een titer vast te leggen van IgG en IgA antistoffen als

hulpmiddel om te differentiéren tussen dragers en patiénten met de klassieke ziekte van Whipple.

FISH

FISH is bruikbaar voor het aantonen van bacterién die niet gekweekt kunnen worden in hun natuurlijke
omgeving. Het doelwit van deze probes zijn de ribosomen die in dode bacterién snel worden
afgebroken. Bij patiénten onder behandeling zal een duodenumbiopt dus snel negativeren wanneer
het geanalyseerd wordt met FISH, in tegenstelling tot een analyse met de PAS-kleuring. Deze zal onder
behandeling langer positief blijven aangezien ook dode bacterién nog gevisualiseerd worden. Deze
techniek is nuttig om de aanwezigheid van T. whipplei op te sporen en te bevestigen® maar is echter

zeer arbeidsintensief en hierdoor minder frequent gebruikt.*

Neuro-whipple
Om neuro-Whipple vast te stellen is onderzoek van cerebrospinaal vocht (CSV) noodzakelijk. Dit dient

te gebeuren wanneer er klinisch een vermoeden is van aantasting van het centraal zenuwstelsel bij
patiénten waarbij de klassieke vorm van de ziekte van Whipple vastgesteld is. Bij deze patiénten is er
een lage tot matige pleocytose in het lumbaal vocht (5-100 witte bloedcellen/uL), bestaande uit

lymfocyten en monocyten/macrofagen.
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Het eiwitgehalte kan verhoogd zijn en ook oligoklonale banden kunnen aanwezig zijn. Bij patiénten die

nog niet behandeld zijn, test het CSV positief voor T. whipplei met een PCR-test.®

Gelokaliseerde ziekte van Whipple
De diagnose van de gelokaliseerde ziekte van Whipple kan met dezelfde technieken als hierboven

beschreven gesteld worden. Biopsies of vochten dienen genomen te worden van het vermoedelijk
geinfecteerde orgaan. Deze kunnen vervolgens met PCR en PAS-kleuring en/of immuunhistochemie
onderzocht worden op de aanwezigheid van T. whipplei. Er is momenteel onvoldoende evidentie om
het testen van niet-inva