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1. Voorwoord 

Een HLO-opleiding wordt afgerond door middel van een afstudeerperiode. Mijn afstudeeropdracht gaat over Mycobacteriën, die ik in opdracht van het St. Elisabeth Ziekenhuis te Tilburg heb uitgevoerd.

Door middel van dit voorwoord wil ik iedereen bedanken die deze afstudeerperiode mogelijk hebben gemaakt. In het bijzonder wil ik John Rossen bedanken. Ook wil ik alle mensen van de TB-afdeling en de afdeling voor Moleculaire biologie & virologie bedanken.

Bedankt allemaal,
Petra

2. Samenvatting 

Momenteel is eenderde van de wereldbevolking besmet met M. tuberculosis, worden er 8 miljoen nieuwe gevallen per jaar ontdekt en sterven er per jaar 2 miljoen mensen aan deze ziekte. Dit maakt TBC de meest voorkomende doodsoorzaak ten gevolge van een infectie. Mycobacteriën groeien langzaam, waardoor het lang duurt voordat de kweekuitslag bekend is. Daarom wordt er naast de kweek ook een moleculaire test (Cobas) ingezet, die MTB-complex DNA aantoont. Wanneer van een materiaal de amplificatie geremd is in de Cobas, wordt deze 1:10 verdunt en nogmaals bepaald. Omdat de test maar één keer in de week wordt uitgevoerd moet men soms lang wachten op resultaat. Daarom is er onderzoek gedaan naar een alternatieve moleculaire test, om de Cobas eventueel te vervangen, die beter in de routine inpasbaar is. Ook is er gekeken naar een test die alle Mycobacteriën zou moeten detecteren (Myc. genus PCR). In dit onderzoek werd bovendien gekeken naar verschillende DNA isolatie methodes.
Er zijn verschillende voorbehandelingsmethodes (NALC-NaOH, DTT, MagNAlyser, Proteïnase-K-buffer, S.T.A.R. buffer en onbehandeld sputum) onderzocht om materiaal vloeibaar te maken. Sputa die behandeld zijn met NALC-NaOH, MagNA lyser of met DTT hebben vergelijkbare resultaten in de MTB-complex PCR, maar verschillen in de Myc. genus PCR. In de Myc. genus PCR is bij sputa die met NALC-NaOH zijn behandeld meer DNA aangetoond dan bij de andere voorbehandelingsmethodes. Tevens vindt er veel remming van de PCR plaats bij onbehandelde sputa en sputa die met DTT, MagNAlyser of met proteïnase-K-buffer zijn behandeld. De beste methode is dus NALC-NaOH. Er zijn verschillende methodes onderzocht om DNA te isoleren: de MagNA Pure in combinatie met een DNA-kit of TNA kit, MagNA Pure compact en Silica-membranen. De MagNA Pure in combinatie met de DNA-kit is het meest geschikt om DNA van Mycobacteriën te isoleren, omdat deze combinatie de hoogste DNA-opbrengst geeft. 
Vervolgens wordt het MTB-complex DNA en het DNA van Mycobacteriën gedetecteerd met behulp van een op een Taqman gebaseerde test. Deze alternatieve test is klinisch gevalideerd door hem parallel te draaien met de reeds in gebruik zijnde Cobas test. Hiervoor zijn er 593 materialen getest op aanwezigheid van het MTB-complex DNA. Het aantal materialen dat bij een eerste bepaling remming geeft, ligt bij de Cobas hoger, maar het uiteindelijke aantal remmers is bij beide methodes ongeveer gelijk. Om het aantal remmers bij de Taqman te verminderen, kan men in plaats van het materiaal nog een keer zuiveren ook, het materiaal verdunnen en dan bepalen, net zoals bij de Cobas. Er blijkt dat het 1:5 verdunnen van het geremde materiaal het aantal remmers in de PCR kan verminderen. De  PCR heeft bij 47 materialen DNA van het MTB-complex aangetoond, terwijl de Cobas dit slechts bij 23 materialen heeft aangetoond. Bij een tweede bepaling van deze materialen in de PCR is bij 12 van de 24 materialen wederom MTB-complex DNA aangetoond. De andere materialen zouden besmet kunnen zijn tijdens de DNA isolatie in de MagNA Pure. Van deze 12 materialen is bij vier materialen M. tuberculosis gekweekt en is één materiaal afkomstig van een patiënt die in het verleden een TB-infectie heeft gehad. Mogelijk zaten er dode Mycobacteriën in het materiaal, die door de PCR zijn gedetecteerd. De andere positieven kunnen duiden op een besmetting tijdens NALC-NaOH en/of voorbehandeling, omdat deze worden uitgevoerd in een LAF-kast waarin ook positieve kweken worden geopend. Naast het aantonen van het MTB-complex zijn er ook 394 materialen getest op aanwezigheid van DNA van Mycobacteriën met behulp van de Taqman. 
Het verkregen resultaat is vergeleken met de kweekuitslag. De PCR heeft bij veel materialen DNA van Mycobacteriën aangetoond, terwijl er geen Mycobacteriën gekweekt zijn. Deze PCR is kwalitatief niet goed, omdat Corynebacteriën ook gedetecteerd worden. Uiteindelijk is er besloten om niet meer door de te gaan met de Myc. genus PCR.
3. Summery

M. tuberculosis has infected one-third of the world’s population and is causing 8 million new cases and 2 million deaths each year. This makes TBC one of the leading causes of death. Culture of Mycobacteria takes a lot of time due to the slow growth. Therefore, a molecular test (Cobas) to detect DNA of MTB-complex is used beside the culture, which is carried out once a week. Sometimes is takes a lot of time to get the results of the Cobas due to inhibition of the amplification of a sample. In that case the test is repeated the next week and the sample is 1:10 diluted. In this study, alternative molecular assays are explored that are more suitable in clinical practice to determine the possibility to replace the Cobas assay. In addition, the possibility to implement a molecular assay to detect all Mycobacteria (Myc. genus PCR) was examined. Furthermore, different methods for isolation of DNA were compared with each other.
Different pre-treatment methods (Nalc-NaOH, DTT, MagNA lyser, proteïnase-K-buffer, S.T.A.R. buffer and untreated sputum) to liquify samples have been examined. Sputa which are treated with NALC-NaOH, MagNA lyser or with DTT have similar results in MTB-complex PCR, but differ in the Myc. genus PCR. Sputa treated with NALC-NaOH contain more DNA than sputa treated with the other methods. The quantity of DNA was lower than expected using the proteïnase-K-buffer and the S.T.A.R. buffer. A lot of samples cause inhibition of amplification in the Taqman when the sample has been liquified with DTT, MagNA lyser or with proteïnase K buffer. Therefore, the best method is NALC-NaOH to liquify samples. Several methods have been tested for DNA isolation:  the MagNA Pure with DNA-kit or TNA-kit, the MagNA Pure compact and DNA isolation using Silica membranes. The best DNA recovery was found if the MagNA Pure with the DNA-kit was used. 
To detect DNA of Mycobacteria or MTB-complex a Taqman is used.To validate the tests, clinical samples have been used (which also have been tested with the Cobas). 593 samples have been tested for the presence of DNA of the MTB-complex. There are more samples that cause inhibition of the amplification reaction in the Cobas compared with the Taqman. But when a sample has been tested a second time the number of samples causing inhibition in the Cobas and Taqman are equal. If a sample is diluted 1:5 (instead of a second purification step using the MagNA Pure), the number of samples causing inhibition in the Taqman are reduced. Using the Taqman, DNA of MTB-complex has been detected in 47 samples, whereas the Cobas detected DNA of MTB-complex in only 23 samples. The samples in which DNA was detected using the Taqman, but not by using the Cobas, were tested a second time in the Taqman. Only 12 samples were positive again for MTB-complex DNA. It could be that the other 12 samples have been contaminated during DNA isolation using the MagNA Pure. M. tuberculosis has been cultured out of 4 samples that where also positive the second time. In addition 1 sample was from a patiënt who had a TB-infection in the past. It is possible that the Taqman detected Mycobacteria which were not viable. The other “false-positive” samples could be the result of working at the same place for the molecular assay as where cultures are examined. 394 samples have been tested for the presence of DNA of Mycobacteria. The obtained results are compared with the culture. DNA of Mycobacteria has been detected in a lot of samples in which no Mycobacteria were cultured. Because this PCR also detect Corynebacterium, this PCR has not been implemented in our daily routine.
4. Definities
	BCG
	Bacillus van Calmette en Guérin

	CFU
	Colony Forming Units

	ct
	Cycle of treshold

	DNA
	Desoxyribonucleïnezuur

	DNA-kit
	MagNA Pure LC DNA Isolation kit III (bacteria, fungi)

	DTT
	Dithiothreitol

	HIV
	Humaan Immunodeficientie Virus

	INH
	Isoniazid

	IS6110
	Insertie sequentie 6110

	ITS
	Internal Transcribed Spacer

	LAF-kast
	Laminair Flow kast

	MAC
	Mycobacterium-avium-complex

	MDR-tuberculosis
	Multi Drug Resistentie tuberculosis

	MGIT
	Mycobacteria Growth Indicator Tube

	ml
	Mililiter

	mol/L
	Mol per Liter 

	MOTT
	Mycobacteria other than tuberculosis

	MTB-complex
	Mycobacterium tuberculosis-complex

	NALC-NaOH
	N-Acetyl-L-cycteïne-Na-citraat Natriumhydroxide 

	PCR
	Polymerase chain Reaction

	PhHV
	Phocine Herpes virus

	PPD
	Purified protein derivate

	R
	Remming

	RIF
	Rifampicine

	RIVM
	Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu 

	RNB
	Remming nog bevestigen

	rpm
	Rotaties per minuut

	rRNA
	Ribosomaal ribonucleïnezuur

	SDS
	Natriumdodecylsulfaat

	TBC
	Tuberculose

	TNA-kit
	MagNA Pure LC Total Nucleïc Acid kit

	UNG
	Uracil-N-glycosylase

	ZN
	Ziehl-Neelsen

	µl
	Microliter 
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6. Inleiding 

Het St. Elisabeth Ziekenhuis is opgericht in 1827 en is vernoemd naar de heilig verklaarde Elisabeth van Thüringen, een prinses van Hongarije. Zij stond bekend om haar toewijding aan de armen en zieken en de wonderen die zij verrichtte. Het St. Elisabeth Ziekenhuis bevindt zich in Tilburg en verzorgt het gebied midden-Brabant. Het St. Elisabeth Ziekenhuis heeft ruim 3000 medewerkers en beschikt over 673 bedden. Het Ziekenhuis bezit in totaal 28 specialismen, waaronder een aantal zeer belangrijke functies namelijk: neurochirurgie, traumatologie (sinds 1999 als traumacentrum), HIV, in vitro fertilisatie, dialyse en kaakchirurgie. Tevens maakt het St. Elisabeth Ziekenhuis deel uit van de Stichting Samenwerkende Topklinische opleidingsziekenhuizen. Deze ziekenhuizen leveren een bijdrage aan de vernieuwing van de gezondheidszorg (medische specialistische opleiding en wetenschappelijk onderzoek).[1]
Het Laboratorium voor Medische Microbiologie  & Immunologie is onderverdeeld in:

· Bacteriologisch / Parasitologisch / Mycologisch laboratorium.

· Virologisch / Moleculair microbiologisch laboratorium.

· Medisch Immunologisch laboratorium.

· Bloedgroepenserologisch laboratorium.

· Laboratorium voor Fertiliteit.
7. Mycobacterium
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Mycobacteriën komen wijd verspreidt in de natuur voor, zoals in water, aarde en in ontstoken weefsel van mensen en dieren. Ze groeien zeer langzaam op Löwenstein-jensen agar, waarop de kolonies er stevig en compact uitzien (zie figuur 1). Mycobacteriën zijn aerobe, onbewegelijke niet-sporenvormende staven en hebben een dikke celwand welke onder andere bestaat uit mycolzuren en lipiden.[2] Hierdoor kunnen deze bacteriën niet met alcohol en/of zuren ontkleurd worden (zuurvaste staven), waardoor de gewone gramkleuring niet kan worden toegepast. Met behulp van de Ziehl-Neelsen-kleuring zijn zuurvaste staven wel te kleuren, waarbij ze een rode kleur krijgen.
Mycobacterium behoort tot de familie van de Mycobacteriaceae, waarvan zij het enige genus zijn. Mycobacterium is onder te verdelen in twee groepen:

· Mycobacterium tuberculose-complex (MTB-complex); Deze kan tuberculose (TBC) bij de mens veroorzaken. Van deze groep is Mycobacterium tuberculosis de belangrijkste.
· Mycobacteria other than tuberculosis (MOTT); Atypische Mycobacteriën, die doorgaans geen klinische betekenis hebben, tenzij ze herhaald geïsoleerd worden, in grote aantallen geïsoleerd worden of wanneer de klachten met de isolatie overeenkomen.
7.1 MTB-complex
Mycobacteriën die tot het MTB-complex behoren, hebben een optimum temperatuur van 37°C, ze groeien langzaam (12-42 dagen) en vormen geen pigment.[2] Tot het MTB-complex behoren onder andere: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum en M. microti.[3,4,5] M. tuberculosis is de humane vorm, die het meest geïsoleerd wordt als veroorzaker van TBC. M. bovis veroorzaakt TBC bij runderen en andere diersoorten en kan naar de mens worden overgebracht via besmette melk. Door de sanering van de rundveestapel en de verbeterde hygiëne komt TBC veroorzaakt door M. bovis bijna niet meer voor in Nederland. M. africanum is een tussenvorm van het humane type (M. tuberculosis) en het bovine type (M. bovis). Deze werd voor het eerst in Afrika geïsoleerd. M. microti komt bij verschillende zoogdieren voor, maar wordt zelden geïsoleerd bij mensen.[5]
7.1.1 TBC - epidemiologie
Gedurende de 18e en 19e eeuw stierven er in Nederland 200-400 op de 100.000 mensen aan TBC.[6] Door verbeterde hygiënische omstandigheden daalde in Nederland de sterfte aan TBC. Sinds 1987 is er weer een duidelijke toename van het aantal TBC-gevallen (en ook van andere infecties met Mycobacteriën). Deze stijging loopt parallel met de HIV-epidemie. Momenteel is eenderde van de wereldbevolking besmet met M. tuberculosis, worden er 8 miljoen nieuwe gevallen per jaar ontdekt en sterven er per jaar 2 miljoen mensen aan deze ziekte. Dit maakt TBC de meest voorkomende doodsoorzaak ten gevolge van een infectie.[7,8] 
7.1.2 Klinische verschijnselen

TBC is een chronische infectie, welke meestal voorkomt in de longen, maar in sommige gevallen kunnen de bacteriën zich door het lichaam verspreiden en overal in het lichaam infecties veroorzaken. Bij long-TBC  kan de patiënt de volgende symptomen hebben: koorts, nachtelijk zweten, gewichtsverlies, pijn in de borst tijdens hoesten en sputumproductie. Deze ziekte kan onbehandeld maanden tot jaren duren. Door hoesten besmet de patiënt de lucht met tuberkelbacillen, die zich bevinden in kleine druppeltjes (aërosolen), welke door anderen ingeademd kunnen worden.[6]   
7.1.3 Pathogenese van TBC 
Na inhalatie van de aërosolen komen de bacteriën terecht in de alveoli, waar ze zich hechten aan de wand (zie figuur 2). Vervolgens gaan de Mycobacteriën zich vermenigvuldigen, zodat er een lokaal ontstekingsproces ontstaat. Dit wordt de primaire haard genoemd. Hier worden de Mycobacteriën opgenomen door macrofagen. In tegenstelling tot andere bacteriën kunnen Mycobacteriën in de macrofagen overleven en zich zelfs vermenigvuldigen, omdat hun celwand veel lipide bevat dat de ontstekingscascade van de macrofaag remt.[9] Via de macrofagen en de lymfevaten komen de Mycobacteriën terecht in de hilusklieren (die zich bevinden bij de splitsing van de trachea) en in andere delen van de longen. De ontstoken lymfeklieren en de primaire haard vormen samen het primaire complex. Meestal wordt het infectieproces hier gestopt door de cellulaire immuniteit van de gastheer.
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Wanneer de cellulaire immuniteit het proces niet kan stoppen, kan het ontstekingproces zich verder ontwikkelen. Er ontstaat dan necrose (door de toxinen van de Mycobacteriën) met daarin een opeenhoping van geïnfecteerde macrofagen, lymfocyten en bindweefselcellen. Dit geheel wordt een granuloom genoemd. Meerdere granulomen vormen een tuberkel. Als het tuberkelvormende proces tot stilstand komt, dan betekent dit meestal genezing. Wanneer het proces doorgaat, kan er verkazing optreden: verkazende pneumonie. 

Soms kunnen de Mycobacteriën die zich in de hilusklieren bevinden maanden tot jaren levensvatbaar blijven zonder dat er zich verschijnselen voordoen. Bij een verminderde weerstand van de patiënt kunnen de Mycobacteriën zich verspreiden via het bloed of de lymfe. [2,6]
7.1.4 Therapie 

TBC wordt meestal behandeld met een combinatie van verschillende antibiotica: isoniazid (INH), rifampicine (RIF) en pyrazinamide). Na twee maanden gaat de behandeling verder met alleen INH en RIF, die dan nog een half jaar duurt.[6] Sinds een paar jaar komt steeds vaker resistentie tegen INH en RIF voor en deze worden alsvolgt genoemd: Multidrug-resistant tuberculosis (MDR tuberculosis). Deze resistentie is het gevolg van een mutatie in bepaalde genen van de bacterie. Door deze resistente vormen wordt het veel moeilijker om TBC goed te kunnen behandelen, waardoor er een epedemie kan uitbreken.[10,11]
7.1.5 Vaccinatie

In 1921 hebben Calmette en Guérin een vaccin ontwikkeld. Dit BCG-vaccin is bereid uit M. bovis, dat door jarenlange overenting minder virulent is geworden. In Nederland wordt het BCG-vaccin niet preventief toegediend, omdat er enkele nadelen aan dit vaccin zijn:

· Zes weken na de vaccinatie kan er een ulcerende huidwond op de plaats van de inenting ontstaan, waar men lang last van kan hebben. 
· Het BCG-vaccin geeft geen blijvende immuniteit.

· Tevens kan de mantoux test niet meer gebruikt worden als diagnosticum bij gevaccineerden. 

7.1.6 Mantoux

Door middel van de tuberculinereactie (Mantoux) is na te gaan of een persoon is besmet met de tuberkelbacterie. Bij deze reactie wordt er aan de strekzijde van de linkeronderarm één eenheid PPD intracutaan toegediend. PPD is een purified protein derivate; een gezuiverd cultuurfiltraat van Mycobacteriën. Na 72 uur wordt de test afgelezen. Hierbij wordt gekeken naar de aanwezigheid van induratie (roodheid en zwelling). Bij personen die niet besmet zijn met de tuberkelbacterie is de induratie kleiner dan 5 mm. Bij personen die wel met de tuberkelbacterie besmet zijn, is de induratie groter dan 10 mm (induratie groter dan 15 mm duidt op een actieve infectie).[6] 
7.2 Mycobacteria other than tuberculosis  
Tot de MOTT behoren alle Mycobacteriën die geen TBC veroorzaken. Deze atypische Mycobacteriën worden regelmatig geïsoleerd bij patiënten met een verminderde weerstand, voornamelijk bij HIV-patiënten.[4,12] Tegenwoordig vindt men steeds meer infecties, welke veroorzaakt worden door MOTT, bij niet-HIV-patiënten.[4] Atypische Mycobacteriën worden op basis van groeisnelheid en kenmerken verdeeld in vier groepen, volgens de classificatie van Runyon:
●   Runyon groep I (fotochromogenen)


●   Runyon groep II (scotochromogenen)
●   Runyon groep III (niet-fotochromogenen)
●   Runyon groep IV (snelgroeiers)

7.2.1 Runyon groep I (fotochromogenen)
Mycobacteriën in deze groep groeien langzaam en hebben als kenmerk dat ze een geel pigment vormen bij groei in licht. Enkele voorbeelden van deze groep zijn M. kansaii en M. marinum. M. kansaii veroorzaakt bij de mens ernstige pneumonie, een zeldzame infectie die vaker voorkomt bij mannen met andere longafwijkingen. M. marinum veroorzaakt een lichte vorm van huidtuberculose. Deze bacterie komt vaak voor bij vissen. Besmetting met de mens vindt plaats in besmet water.[2]
7.2.2 Runyon groep II (scotochromogenen)
Mycobacteriën in deze groep groeien langzaam en hebben als kenmerk dat ze een helder geel pigment vormen bij groei in licht of donker. Tot deze groep behoren onder andere: M. scrofulaceum, (welke lymphadenitis veroorzaakt bij kinderen), M. gordonae (bevindt zich in kraanwater en wordt vaak gezien als contaminant) en M. xenopi (een opportunistische verwekker van longinfecties; de bacterie is thermofiel en kan in hete watersystemen leven).[2]
7.2.3 Runyon groep III (niet-fotochromogenen)
Mycobacteriën in deze groep groeien langzaam en hebben als kenmerk dat ze geen pigment vormen. Het Mycobacterium-avium-complex (MAC) dat infecties veroorzaakt bij personen met een verminderde weerstand hoort tot deze groep. Ze kunnen de longen, darmen en botten infecteren. Het MAC bestaat uit M. avium, M. intracellulare en enekele nog niet geclassificeerde stammen.[2]
7.2.4 Runyon groep IV (snelgroeiers)
De snelgroeiers vormen binnen 3-5 dagen zichtbare kolonies zonder pigment. Tot deze groep behoren onder andere: M. fortuitum (veroorzaakt pustels en oppervlakkige abcessen) en M. chelonae (veroorzaker van injectie-abcessen.).[2]
8. Diagnostiek van Mycobacteriën
Het St. Elisabeth Ziekenhuis heeft een speciaal TB-Lab, waarin onderdruk heerst, waar alle materialen die onderzocht moeten worden op Mycobacteriën worden ingezet en beoordeeld.
8.1 Auramine 

Van alle materialen wordt een auramine-preparaat gemaakt, waarbij men kijkt naar zuurvaste micro-organismen die voorkomen in het materiaal. Het fluorchroom auramine en rhodamine worden aan de Mycobacteriën gebonden. Wanneer hier licht van een bepaalde golflengte op valt, dan zenden ze licht van een andere golflengte uit, namelijk heldere gele of oranje staafjes tegen een donkere achtergrond.[13]
8.2 Ziehl-neelsen
Wanneer een auramine positief is bevonden, dan wordt er ter bevestiging, van dat materiaal ook een ziehl-neelsen kleuring (ZN) uitgevoerd. Bij de ZN wordt fuchsine verwarmd, waardoor deze kleurstof de lipide bevattende celwand van Mycobacteriën kan bereiken. Vervolgens wordt het preparaat ontkleurd met zoutzure-alcohol en dan wordt het geheel met methyleen blauw gekleurd. Hierdoor krijg je een blauwe achtergrond met rode zuurvaste staafjes (zie figuur 3). Tijdens het beoordelen van een ZN wordt ook de hoeveelheid bepaald van het aantal zuurvaste staafjes volgens de schaal van Bronkhorst.[14]
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8.3 Decontamineren van materiaal en kweek
Patiëntenmaterialen die onderzocht worden op de aanwezigheid van Mycobacteriën worden gedecontamineerd, om te voorkomen dat de kweek wordt verontreinigt met niet-Mycobacteriën. Er wordt N-Acetyl-L-cycteïne-Na-citraat (NALC) in NaOH opgelost. NALC vervloeit sputum of bronchiaal secreten en de 4%- NaOH-oplossing doodt de meeste niet-Mycobacteriën. [15] Met twee druppels gedecontamineerd materiaal wordt Löwenstein-jensen agar beënt en gedurende acht weken geïncubeerd bij 35°C. Tevens wordt er een halve milliliter gedecontamineerd materiaal toegevoegd in een MGIT buis, die daarna 6 weken bij 35°C in BACTEC MGIT 96-systems geïncubeerd wordt.[16,17]
Bij groei op het Löwenstein-jensen agar en/of in de MGIT wordt er een ZN uitgevoerd. Indien de ZN positief is, wordt de kolonie/MGIT-suspensie getest met behulp van een moleculaire test (COBAS AMPLICOR; Roche Diagnostics), om aan te tonen of het om typische zuurvaste staafjes gaat. Bij typische zuurvaste staafjes wordt er een nitraattest uitgevoerd om M. tuberculosis te determineren (nitraat +).[18] De atypische zuurvaste staafjes worden met behulp van de INNO-LIPA-test  (Innogenetics) verder gedetermineerd. 
Van zowel de typische als de atypische staafjes wordt een resistentiebepaling ingezet op Middlebrook 7H10 agar die een in concentratie toenemende hoeveelheid tuberculostatica bevat. Ook wordt de kolonie naar het RIVM gestuurd.[19] 
8.4 COBAS AMPLICOR 
Naast de kweek wordt er ook een moleculaire bepaling verricht met behulp van de COBAS AMPLICOR (Cobas). Deze test is opgebouwd uit vier processen:

· Monstervoorbereiding: Het wassen van gedecontamineerd materiaal en het lyseren van de Mycobacteriën.

· PCR amplificatie: 16s rRNA van het Mycobacteriën wordt geamplificeerd. Ook wordt de interne controle (plasmide met dezelfde bindingsplaatsen voor de primers als de target) geamplificeerd.
· Hybridisatie van de geamplificeerde producten aan specifieke oligonucleotide probes: Na denaturatie van het amplicon kan de probe, die gebonden zit aan magnetische deeltjes, hechten aan het DNA. (Voor de interne controle wordt een andere probe gebruikt). Vervolgens worden de niet-gebonden probe’s door middel van een wasstap verwijderd.
· Detectie: Door toevoeging van conjugaat, dat zich zal binden aan de probe en het substraat, ontstaat er een gekleurd complex dat te meten is bij 660 nm.[20]
9. Afstudeeropdracht
Door gebruik te maken van de Cobas heeft men vrij snel resultaat over de eventuele aanwezigheid van MTB-complex DNA in het te onderzoeken materiaal. Wanneer DNA van het MTB-complex aanwezig is, kan er mogelijk gestart worden met de behandeling. 
Het blijkt echter dat materialen relatief vaak remming veroorzaken in de Cobas test, waardoor er geen positieve of negatieve uitslag afgegeven kan worden. Wanneer een materiaal geremd is, wordt deze 1:10 verdund en een tweede keer getest. Hierdoor treedt verlies in gevoeligheid op. Omdat de test maar één keer in de week wordt uitgevoerd, kan dit pas een week later opnieuw worden getest. Hierdoor moet soms lang op het resultaat gewacht worden.
9.1 Doel
Het implementeren van een alternatieve moleculaire test voor het aantonen van het MTB-complex om eventueel de Cobas test te vervangen. Ook worden verschillende opwerkmethodes getest om het aantal geremde monsters te verlagen. Als alternatieve test wordt gekozen voor een op een Taqman gebaseerde test, die ontwikkeld is door Savekoul et al. (Journal of Microbiological methods vol 66, 2006 p. 177-188).[25] Voordeel hiervan is dat deze test dagelijks kan worden meegenomen in de routine en dat naast het aantonen van het MTB-complex ook Mycobacterium species kan worden aangetoond. Voor implementatie van de test zal deze klinisch gevalideerd worden door hem parallel te draaien met de reeds in gebruik zijnde Cobas test.
10. Materiaal & methode
Deze methode bestaat uit vier onderdelen. Als eerste wordt het te onderzoeken materiaal door middel van een voorbehandeling vloeibaar gemaakt, waarna met behulp van een prelysis de pathogene micro-organismen geïnactiveerd worden. Hierna kan het DNA uit het te onderzoeken materiaal geïsoleerd worden. Met behulp van een op een Taqman gebaseerde test wordt het eventueel aanwezige DNA van Mycobacteriën in het materiaal aangetoond. Als positieve controle is gebruik gemaakt van een BCG stam (die gebruikt wordt voor vaccinatie).
10.1 Voorbehandeling van de materialen 

Materialen die onderzocht worden op Mycobacteriën worden met NALC-NaOH behandeld, waarmee de kweek en eventueel de Cobas amplicor wordt ingezet. De behandeling met NALC-NaOH maakt het materiaal onder andere vloeibaar, wat noodzakelijk is voor de DNA-isolatie. Verschillende methodes om materiaal vloeibaar te maken zijn onderzocht en vervolgens met de NALC-NaOH methode vergeleken. Ook onbehandeld sputum waarin zich M. tuberculosis  bevindt, is getest. De volgende methodes zijn onderzocht:

NALC-NaOH

Het te onderzoeken materiaal wordt in zijn geheel overgebracht in een urinecontainer, waaraan een gelijke hoeveelheid vers bereide 0,5% NALC-NaOH-oplossing wordt toegevoegd. Daarna wordt het geheel 30 seconden gemengd met behulp van een vortex en 15 minuten bij kamertemperatuur geïncubeerd. Om de werking van NALC-NaOH te inactiveren, wordt de gehele container gevuld met fosfaatbuffer pH 6,8 (0,04 mol/L di-Natriumwaterstof fosfaat en 0,03 mol/L Kalium di-waterstof fosfaat) toegevoegd en gemengd. Vervolgens wordt het geheel 20 minuten bij 3000 rpm gecentrifugeerd en afgegoten. De pellet wordt opgelost in 1 ml fosfaatbuffer pH 6,8.[15]
MagNA lyser

De MagNA lyser (Roche Diagnostics) is een apparaat dat door middel van lysisbuffer en keramische kraaltjes materialen zoals biopten en sputum vloeibaar maakt. De keramische kraaltjes bevinden zich in een buisje waaraan materiaal wordt toegevoegd dat 1:1 met lysisbuffer verdund is. Als materiaal is er gebruik gemaakt van sputum waarin zich M. tuberculosis bevindt. Vervolgens wordt het geheel met behulp van de MagNA lyser 30 seconden gehomogeniseerd, waardoor celvernietiging plaatsvindt. Daarna worden de buisjes 2 tot 3 minuten in een koelblok geplaatst, 1 minuut bij 1400 rpm gecentrifugeerd en darna wordt het supernatant  gebruikt wordt voor de DNA-isolatie. [21]
Dithiothreitol (DTT)

DTT kan worden gebruikt om sputum te homogeniseren. DTT is een stof die de eigenschap heeft om disulfidebindingen in slijmerige moleculen te verbreken, waardoor cellen vrijkomen. [22] Sputum, waarin M. tuberculosis zich bevindt, wordt 1:1 verdund met 0,1% DTT. Het geheel wordt vervolgens 15 minuten bij 37°C in een thermomixer geïncubeerd, waardoor het sputum zal vervloeien.

10.2 Inactivatie van pathogene micro-organismen

Na de voorbehandeling worden pathogene micro-organismen door middel van een prelysis-stap geïnactiveerd. Aan 100 µl (voorbehandeld) materiaal wordt 150 µl lysismix toegevoegd. Deze lysismix bestaat uit 20µl proteïnase K, dat eiwitten knipt en 130µl Bacteria Lysis Buffer (Roche Diagnostics), om bacteriën te lyseren.[23] Tevens wordt er 5µl PhHV (phocine herpesvirus, DNA virus) toegevoegd, zodat er bepaald kan worden of de isolatie goed gaat en of er geen remming tijdens de amplificatie plaatsvind. Vervolgens wordt het mengsel 15 minuten bij 65°C geplaatst en daarna 10 minuten bij kamertemperatuur, waarna het materiaal geschikt is voor de DNA-isolatie. Tevens zijn er methodes getest waarbij de voorbehandeling en prelysis in één keer plaatsvindt, namelijk met behulp van een proteïnase-K-buffer en met behulp van S.T.A.R. buffer.
Behandeling met Proteïnase-K-buffer
De proteïnase-K-buffer bestaat uit SDS, Tris HCL en proteïnase-K. Door de proteïnase-K-buffer worden bacteriën gelyseerd. Sputum gespiked met BCG cellen (75 µl sputum + 50 µl BCG-cellen) wordt 1:1 verdund met proteïnase-K-buffer en daarna 1 tot 1,5 uur bij 55°c geplaatst in een thermomixer. Tevens wordt er 5 µl PhHVtoegevoegd. Ook is het sputum dat gespiked is met BCG cellen ook met NALC-NaOH behandeld, voor een goed vergelijk.
Behandeling met S.T.A.R. buffer (Roche Diagnostics)
Aan 200 µl materiaal wordt 600 µl S.T.A.R. buffer en 5 µl PhHV toegevoegd en daarna wordt het geheel gevortext. S.T.A.R. buffer inactiveerd Mycobacteriën.[24] Vervolgens wordt 80 µl chloroform toevoegen, waarna het mengsel weer wordt gevortext en 1 minuut wordt gecentrifugeerd op maximale rpm. Het supernatant wordt geïsoleerd. 
10.3 DNA isolatie 
Nadat de materialen zijn voorbehandeld en de pathogene micro-organismen zijn geïnactiveerd, is het materiaal geschikt om DNA er uit te isoleren. DNA wordt met behulp van de MagNa Pure (Roche Diagnostics) automatisch geïsoleerd en gezuiverd (zie figuur 4). Voor de MagNA Pure zijn er verschillende isolatiekits in de handel en twee hiervan zijn getest en met elkaar vergeleken, namelijk de MagNA pure LC DNA Isolation kit III bacteria, fungi (DNA-kit) en de MagNA pure LC Total Nucleic Acid Kit (TNA-kit). Bij de DNA-kit is de prelysis (zie 9.2) een onderdeel van de kit. De input is 250 µl monster en het DNA wordt in 100 µl ge-elueerd. De TNA-kit bevat geen prelysis-stap en wordt daarom getest bij de proteïnase-K-buffer en bij de S.T.A.R. buffer. Bij isolatie met behulp van de TNA-kit is de input 200 µl monster en het DNA wordt in 50 µl ge-elueerd. Per acht monsters wordt een negatieve controle (1x TE buffer) meegenomen en per run wordt ook één positieve controle meegenomen. In de MagNA Pure kunnen maximaal 32 materialen bewerkt worden in één run.
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Figuur 4: Principe van MagNA Pure LC: DNA-isolatie
A: Het monstermateriaal wordt in een buisje gepipetteerd. .E/F: Het DNA wordt gewassen, zodat eiwitten en celmembramen verwijderd worden. Vervolgens wordt het DNA van de MGPs ge-elueerd, terwijl de MGPs in het reaktie-tipje achterblijven.[23]
D: De MGPs met het daaraan gebonden DNA worden uit het buisje gehaald. C: Magnetic Glass Particles (MGPs) worden aan het gelyseerde monster toegevoegd. Het vrijgekomen DNA zal zich binden aan het silica oppervlakte van de MGPs. B: De binding/lysis buffer wordt aan het monster toegevoegd, waardoor de cellen lyseren en het DNA vrijkomt. 
Naast het isoleren van het DNA met behulp van de MagNA pure is er ook getest om DNA op andere manieren te isoleren, namelijk met de MagNA pure compact en met silica-membranen. De MagNA pure compact werkt volgens hetzelfde principe als de MagNA Pure en is getest met behulp van 1x TE buffer die gepiked is met BCG-cellen en werd vergeleken met de MagNA pure. Bij DNA-isolatie met silica-membranen wordt het materiaal op het membraan gebracht en door middel van centrifugatie zal het DNA binden aan het silica-membraan. Na enkele wasstappen wordt het DNA ge-eulueerd. Hiervoor is er gebruik gemaakt van met NALC-NaOH voorbehandeld materiaal, waarin zich een lage concentratie van M. tuberculosis bevindt om de opbrengt tussen de MagNa pure en de silica membranen te vergelijken.
10.4 Detectie van specifiek DNA 

Wanneer het DNA uit het te onderzoeken materiaal geïsoleerd en gezuiverd is, wordt met behulp van een op een Taqman gebaseerde test het eventueel aanwezige DNA van Mycobacteriën aangetoond. Hiervoor is gekozen voor een op een Taqman gebaseerde test, die ontwikkeld is door Savekoul et al.[25] Deze bestaat uit 2 PCR’en, namelijk één om het MTB-complex aan te tonen en één om alle Mycobacteriën aan te tonen. De target van de MTB-complex PCR is gebaseerd op het insertie sequentie IS6110 element, welke alleen aanwezig is bij leden van het MTB-complex. Het IS6110 element komt 1 tot 25 keer voor op het genoom.[25,26] De target van PCR om alle Mycobacteriën aan te tonen is gebaseerd op het 16s rRNA. Dit stukje is goed geconserveerd bij alle bacteriën, maar is toch variabel tussen de verschillende genussen. Beide PCR-testen maken gebruikt van een Minor groove binding probe met een FAM reporter en een black hole quencher. De sequentie van de gebruikte primers en probes zijn terug te vinden in onderstaande tabel. 
Tabel 1: Sequenties van de gebruikte primers en probes

	
	Sequentie

	MTB-complex F1
	(Forward primer)
	GGG TAG CAG ACC TCA CCT ATG TGT

	MTB-complex R1
	(Reverse primer)
	AGC GTA GGC GTC GGT GAC

	MTB-1-FAM
	(Probe)
	TCG CCT ACG TGG CCT TT

	Myc. genus A F1 
	(Forward primer)
	AGG TAC TCG AGT GGC GAA CG

	Myc. genus B F1
	(Forward primer)
	GGG GTA CTC GAG TGG CGA A

	Myc. genus C F1
	(Forward primer)
	CGG GCC CAT CCC ACA C

	Myc. genus R1
	(Reverse primer)
	CGG GCC CAT CCC ACA C

	Myc. genus-1-FAM
	(Probe)
	TAT TAG ACC CAG TTT CCC A


Voordat de materialen getest kunnen worden, werd de PCR eerst geoptimaliseerd om de juiste primer en probe concentraties te bepalen. Ook is getest welke mastermix (Applied of Eurogentec) het beste gebruikt kan worden. Beidde mastermixen bevatten het enzym Uracil-N-glycosylase (UNG), welke DNA dat deoxyuridine bevat afbreekt. Tijdens de amplificatie wordt er gebruik gemaakt van deoxyuridine in plaats van deoxythymidine, waardoor PCR-producten deoxyuridine bevatten. Hierdoor wordt mogelijke contaminatie met PCR-producten beperkt.

Van het te onderzoeken materiaal wordt 10 µl geïsoleerd DNA bij 15 µl mastermix gepipetteerd en daarna wordt het DNA volgens volgend protocol geamplificeerd: 1 x 2 minuten bij 50°C; Optimum temperatuur van het enzym UNG, waardoor de PCR-producten worden afgebroken. 1 x 10 minuten bij 95°C predenaturatie zodat Taq polymerase geactiveerd wordt, 50x 15 sec 95°; Denaturatie van het DNA en 1 minuut bij 60°C; Aanhechting van de primers en probe en verlengen van de streng (Zie figuur 5).
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Omdat beide probes met FAM gelabeld zijn, kunnen ze niet in een multiplex PCR (een PCR voor de amplificatie van meerdere targets). Wel kan PhHV, dat een met VIC gelabeld probe bevat, een multiplex PCR vormen met MTB-complex of Myc. genus. PhHV wordt als interne controle gebruikt, zodat er bepaald kan worden of er geen remming tijdens de amplificatie plaatsvind. Hiervoor moeten de ct-waardes van PhHV binnen bepaalde grenzen liggen, omdat anders de test wordt afgekeurd. Om te bepalen aan welke PCR PhHV het beste kan worden toegevoegd zijn de volgende bepalingen ingezet: MTB-complex met en zonder PhHV, Myc. genus met en zonder PhHV en PhHV apart. Ook is de gevoeligheid van zowel de PCR als de Cobas bepaald.
10.5 Klinische validatie

Met de beste methode zijn 593 materialen onderzocht op aanwezigheid van DNA van Mycobacteriën. Deze materialen zijn ook getest met behulp van de Cobas. Voor het MTB-complex wordt het Taqman resultaat vergeleken met de uitslag van de Cobas en met de kweek-uitslag. Voor de genus pcr wordt alles vergeleken met de kweek.
11. Resultaat 
Er zijn verschillende methodes getest om DNA van Mycobacteriën uit materiaal te isoleren en aan te tonen. Deze methodes zijn onderling met elkaar vergeleken, zodat de beste methode bepaald kan worden. Deze methode wordt vervolgens klinisch gevalideerd.
11.1 Detectie van specifiek DNA

Om het eventueel aanwezige DNA van Mycobacteriën aan te tonen wordt er gebruik gemaakt van een PCR. Door middel van de primer- en probematrix zijn de optimale concentraties van de primers en probe bepaald. Zie onderstaande tabel. 

 Tabel 2: Optimale concentratie de gebruikte primers en probes

	
	Concentratie (in nM)

	MTB-complex F1
	(Forward primer)
	200

	MTB-complex R1
	(Reverse primer)
	400

	MTB-1-FAM
	(Probe)
	200

	Myc. genus A F1 
	(Forward primer)
	200

	Myc. genus B F1
	(Forward primer)
	200

	Myc. genus C F1
	(Forward primer)
	200

	Myc. genus R1
	(Reverse primer)
	800

	Myc. genus-1-FAM
	(Probe)
	250


De treshold is bij beide testen op 0.1 vastgesteld.  Ook is bepaald  welke mastermix (Applied of Eurogentec) het beste gebruikt kan worden. De beste mastermix voor zowel MTB-complex als de Myc. genus PCR is Applied, omdat de signalen eerder door de treshold komen en hoger zijn. Zie figuur 7 en 8.
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Zowel van de Cobas en de Taqman is de gevoeligheid bepaald door middel van verschillende verdunningen van BCG-cellen. Hieruit blijkt dat de Cobas 0,9–3,4 CFU kan detecteren en de Taqman kan 0,2–0,7 CFU detecteren (zie tabel 5 t/m 7; bijlage 1).
PhHV wordt als interne controle gebruikt, zodat er bepaald kan worden of er geen remming tijdens de amplificatie plaatsvind. De PhHV-PCR bevat een met VIC gelabeld probe en kan dus een multiplex PCR vormen met MTB-complex of Myc. genus. Hierdoor hoeft men maar twee PCR-bepalingen in te zetten in plaats van drie. 
Om te bepalen aan welke PCR PhHV het beste kan worden toegevoegd zijn de volgende bepalingen ingezet: MTB-complex met en zonder PhHV, Myc. genus met en zonder PhHV en PhHV apart. Hieruit blijkt dat het niet veel uitmaakt waarbij PhHV wordt toegvoegd (zie tabel 8; bijlage 1).
11.2 Voorbehandeling en inactivatie van pathogene micro-organismen
Er zijn verschillende methodes getest om materiaal vloeibaar te maken en deze zijn met de NALC-NaOH methode te vergeleken. Sputa waarin zich M. tuberculosis bevindt, zijn behandeld met de MagNa lyser, DTT en NALC-NaOH, waarna de pathogene micro-organismen met behulp van een lysismix geïnactiveerd zijn. Ook de pathogene micro-organismen in onbehandelde sputa zijn geïnactiveerd met behulp van een lysismix. Vervolgens is het DNA geïsoleerd en met behulp van een op een Taqman gebaseerde test is het aanwezige DNA van M. tuberculosis aangetoond. Sputa die behandeld zijn met NALC-NaOH, MagNA lyser of met DTT hebben vergelijkbare resultaten in de MTB-complex PCR, maar verschillen in de Myc. genus PCR. In de Myc. genus PCR wordt bij sputa die met NALC-NaOH zijn behandeld meer DNA aangetoond dan bij de andere voorbehandelingsmethodes. Tevens vindt er veel remming (dat te zien is aan de interne controle) plaats bij sputa die met DTT zijn behandeld (zie tabel 9 en 10; bijlage 2). Bij onbehandeld sputum (06M 080429) zijn er geen goede duplo’s. Ook vindt er veel remming van de PCR plaats bij onbehandeld sputum (zie tabel 11; bijlage 2). 
Voorbehandeling met de MagNA lyser geeft vergelijkbare resultaten met de NALC-NaOH methode in de MTB-complex PCR. Het sputum wordt 1:1 verdund bij de MagNAlyser. Om een hogere DNA-opbrengst te krijgen is er getest met meer sputum en minder lysisbuffer, zodat het materiaal niet meer 1:1 wordt verdund. Hiervoor is gebruikt gemaakt van een bekend MTB-positief sputum: 06M 080429: 500 µl sputum + 100 µl lysis buffer toegevoegd en 07E 003315: 150 µl sputum en 50 µl lysis buffer toegevoegd. Bij monster 06M 080429 zijn de resultaten gelijk met NALC-NaOH en bij 07E 003315 is het resultaat beter (zie tabel 12; bijlage 2). Helaas zijn de materialen nu wel geremd.
Er zijn ook methodes getest waarbij de voorbehandeling en de prelysis van het materiaal in één keer plaatsvindt, namelijk met behulp van een proteïnase-K-buffer en met behulp van S.T.A.R. buffer. Materialen die met S.T.A.R. buffer zijn behandeld hebben een lagere DNA-opbrengst (zie tabel 13; bijlage 3). Tevens lostte de sputa niet goed op na behandeling met S.T.A.R. buffer. 

De proteïnase-K-buffer is met de NALC-NaOH methode vergeleken. In de MTB-complex PCR worden hogere DNA-opbrengsten gedetecteerd wanneer de sputa met proteïnase-K-buffer wordt behandeld. Er zijn wel materialen die zijn behandeld met proteїnase-K-buffer geremd, terwijl deze materialen die met NALC-NaOH zijn behandeld niet geremd zijn (zie tabel 14; bijlage 3). Omdat er gebruik gemaakt is van een kleine hoeveelheid materiaal dat gespiked is met BCG-cellen, is deze test herhaald maar dan met een bekend MTB-positief sputum.  Hiervan is 125 µl gepakt, waaraan 125 µl proteïnase-K-buffer toegevoegd en de rest van het materiaal (enkele ml) is met NALC-NaOH voorbehandeld. Nu heeft NALC-NaOH meer opbrengst en geen remming en heeft proteïnase-K-buffer minder opbrengst en wel remming (zie tabel 15; bijlage 3). Ook zijn er grote verschillen in de duplo’s waneer materialen met proteïnase-K-buffer zijn voorbehandeld.
11.3 DNA isolatie 
Nadat de te onderzoeken materialen vloeibaar en geïnactiveerd zijn, kunnen deze gebruikt worden om er DNA uit te isoleren en te zuiveren. De DNA-isolatie gaat met behulp van de MagNA Pure. Voor de MagNA Pure zijn er verschillende isolatiekits in de handel. Twee hiervan zijn getest en met elkaar vergeleken, namelijk de DNA-kit en de TNA-kit. Isolatie met behulp van de DNA-kit geeft een hogere DNA-opbrengst dan waneer het met behulp van de TNA-kit wordt geïsoleerd (zie figuur 6, en tabel 9 en 10; bijlage 2).
Naast de MagNA Pure is de MagNA pure compact ook getest voor DNA-isolatie. De MagNA Pure compact leverde geen betere resultaten. Zie onderstaande tabel. 
Tabel 3: Vergelijking MagNA Pure met MagNA Pure Compact
	
	MTB-complex
	Myc. genus

	MagNA pure
	28.75
	30.58

	MagNA pure Compact 
	30.64
	35.99


Ook DNA-isolatie met behulp van silica-membranen is vergeleken met DNA-isolatie met behulp van de MagNApure. Er is meer DNA-opbrengst wanneer het DNA geïsoleerd wordt met behulp van de MagNA Pure. Ook veroorzaken de materialen waarvan het DNA met silica membranen geïsoleerd is vaker remming in de PCR (zie tabel 16; bijlage 3).
11.4 Klinische validatie

Met de beste methode zijn 593 materialen getest. De beste methode is om het te onderzoeken materiaal met NALC-NaOH te behandelen, waarna de pathogene micro-organismen met behulp van een lysismix geïnactiveerd worden. Het DNA is met behulp van de MagNA Pure en de DNA-kit geïsoleerd, waarna het eventueel aanwezige DNA van Mycobacteriën met behulp van een op een Taqman gebaseerde test wordt gedecteerd. 
11.4.1 MTB-complex PCR
Er zijn 593 materialen getest op aanwezigheid van DNA van het MTB-complex, met behulp van de Cobas en de Taqman. De Taqman en de Cobas zijn vervolgens met elkaar vergeleken. Materialen die voor een eerste keer remming veroorzaken (RNB), worden bij de Cobas 1:10 verdund en nogmaals bepaald. Als de materialen in de tweede bepaling ook remming veroorzaken, wordt dit afgegeven als remming (R). De Cobas heeft meer RNB dan de Taqman, maar uiteindelijk hebben beide methodes ongeveer even veel uiteindelijke geremde materialen. Om het aantal remmers bij de Taqman te verminderen kan in plaats van het materiaal nog een keer te zuiveren ook, net zoals bij de Cobas, het materiaal verdund worden voor de isolatie. Materialen die remming veroorzaken in de Taqman zijn 1:1, 1:5 en 1:10 verdund en nogmaals bepaald. Hieruit blijkt dat het 1:5 verdunnen van het geremde materiaal het aantal remmers in de PCR kan verminderen (zie tabel 17 bijlage 4).
De Cobas heeft bij 23 materialen DNA van MTB-complex aangetoond, terwijl de Taqman bij 47 materialen DNA van MTB-complex heeft aangetoond (zie figuur 9 en tabel 24; bijlage 5).
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De materialen waarbij de Taqman wel DNA heeft aangetoond en de Cobas niet zijn nogmaals bepaald met behulp van de Taqman. Deze materialen hadden als overeenkomst een hoge ct, dus in verhouding weinig DNA. Hiervan heeft de Taqman bij 12 materialen voor een tweede keer DNA van MTB-complex aangetoond, maar bij de andere materialen niet. Vervolgens is er gewacht op de resultaten van de kweek, waarbij er uit vier materialen M. tuberculosis is gekweekt (zie tabel 4).
Tabel 4: Geen MTB-complex DNA aangetoond m.b.v Cobas, maar wel m.b.v Taqman
	Monster 
	

	06M 079227
	Materiaal geeft remming in de Cobas; M. tuberculosis is gekweekt.

	06M 079438
	Geen M. species gekweekt

	06Z 016273
	Materiaal 1:10 verdunt in de Cobas; Geen M. species gekweekt 

	06Z 016274
	Materiaal 1:10 verdunt in de Cobas; M. chelonea complex gekweekt. 

	06E 136827
	Geen M. species gekweekt. Patiënt heeft in het verleden een TB-infectie gehad.

	06M 080375
	M. tuberculosis is gekweekt.

	07E 016435
	1e bepaling in de Cobas is DNA MTB-complex aangetoond, maar bij een 2e bepaling niet;
 M. tuberculosis is gekweekt.

	07M 011277
	1e bepaling in de Cobas is DNA MTB-complex aangetoond, maar bij een 2e bepaling niet;
 M. tuberculosis is gekweekt.

	07E 020737
	Geen M. species gekweekt

	07E 031379
	Geen M. species gekweekt

	07E 020384
	Geen M. species gekweekt 

	07M 021767
	Geen M. species gekweekt


Uit 3 materialen is M. tuberculosis gekweekt, terwijl de Cobas en de alternatieve test geen DNA van het MTB-complex hebben aangetoond. Het gaat hierbij om de volgende materialen:

· 06E 128152: M. tuberculosis is met behulp van de MGIT gekweekt. De MGIT is vervolgens getest door beide methodes, waarbij DNA van MTB-complex is aangetoond.

· 06E 127049: Uit de MGIT van dit materiaal met beide methodes geen DNA van het MTB-complex aangetoond, maar wel vanuit het materiaal.

· 06E 132606: M. tuberculosis is met behulp van de MGIT gekweekt. Alleen het materiaal is getest tijdens dit onderzoek en niet de MGIT.
11.4.2 Myc. genus PCR
Er zijn 394 materialen getest op aanwezigheid van DNA van Mycobacteriën met behulp van de Taqman. Het verkregen resultaat is vergeleken met de kweekuitslag. Er is voor deze PCR gekozen om het monster positief te noemen wanneer de ct-waarde onder 35 zit, omdat Mycobacteriën van nature in water voorkomen en dus gedetecteerd worden in de Taqman.[27, 28] De Taqman heeft bij 63 materialen DNA van Mycobacteriën aangetoond, terwijl er uit 48 materialen Mycobacteriën gekweekt zijn (zie figuur 10 en tabel 24; bijlage 5).
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Van de 48 materialen, zijn uit 11 materialen Mycobacteriën gekweekt die niet gedetecteerd zijn met de Taqman. Vijf van de 48 materialen hebben een ct-waarden hoger dan 35. Er zijn bij 30 materialen DNA van Mycobacteriën gedetecteerd met behulp van de Taqman, maar uit deze materialen zijn geen Mycobacteriën gekweek. Van deze 30 materialen hebben 20 een ct-waarde tussen de 30 en 35, en hebben 10 materialen een ct-waarde onder de 20.
Omdat er bij 30 materialen DNA van Mycobacteriën gedetecteerd is (waaruit geen Mycobacteriën gekweekt zijn) en omdat de negatieve controle en de mixcontrole regelmatig een ct-waarde hoger dan 35 hadden, zijn zeven verschillende waters en 1x TE buffer getest op aanwezigheid van DNA van Mycobacteriën. Hiervan is bij zes waters, waaronder SIGMA water en 1x TE buffer DNA van Mycobacteriën aangetoond met behulp van de PCR (zie tabel 18; bijlage 4). Ook is getest of de primers en de probe van de Myc. genus PCR specifiek zijn, door verschillende stammen Corynebacteriën te testen in deze PCR. Hieruit blijkt dat dit niet het geval is, omdat onder andere C. propinquum geampliceert wordt (heeft zelfs een ct-waarde van 18,40; zie tabel 19; bijlage 4). Daarom is het testen met deze Myc.genus PCR gestopt.
Om toch Mycobacteriën te kunnen detecteren, is er een andere PCR getest die ontwikkeld is door E. S. Bruijnestijn van Coppenraet et al. (Journal of Clinical Microbiology, June 2004, p. 2644-2650. Vol. 42 No. 6).[29] Deze PCR heeft een andere target, namelijk het Internal Transcribed Spacer (ITS) element. Het ITS bevindt zich tussen de 16s en 23s. Deze ITS-PCR bestaat uit 1 Forward en 1 Reversed primer, een probe specifiek voor Mycobacteriën en een probe specifiek voor het MTB-complex.[29] 
De ITS-PCR is vervolgens vergeleken met de huidige PCR. Hiervoor is gebruikt gemaakt van geïsoleerd DNA (die in de huidige pcr zijn getest). Ook zijn materialen die bekend zijn met Mycobacterien opnieuw geisoleerd en met beide PCR’en getest. Hieruit blijkt dat ook de ITS-PCR niet voldoet, omdat deze niet alle Mycobacteriën detecteerd (zie tabel 20 en 21; bijlage 4). Uiteindelijk is de PCR om het DNA van Mycobacteriën aan te tonen niet in de routine ingevoerd.

Omdat de interne controle aan de Myc.genus PCR was toegevoegd is er bepaald of er een multiplex PCR mogelijk is met PhHV en het MTB-complex. Dit is bepaald door verschillende verdunningen van BCG-cellen in duplo te testen in de volgende PCR’en: MTB-complex met en zonder PhHV en PhHV appart. Aan de hand van deze resultaten (Zie tabel 22; bijlage 4) is besloten om de PCR voor de remmingscontrole appart te houden, omdat er bij de lage concentraties van het BCG (7,5-30 4,2-16,7 en 1,7-6,7) de ct-waarde van MTB-complex lager wordt bij de multiplex (in vergelijking apart; zie tabel 23; bijlage 4).
12. Discussie 
12.1 Voorbehandeling en inactivatie van pathogene micro-organismen

Er zijn verschillende methodes (MagNA lyser en DTT) getest om materiaal vloeibaar te maken en vervolgens vergeleken met de NALC-NaOH methode. Materialen die met behulp van de MagNA lyser zijn opgewerkt hebben vergelijkbare resultaten (in de MTB PCR) met materialen die met NALC-NaOH zijn opgewerkt. Voor de MagNA lyser methode is slechts een klein deel van de sputa gebruikt (250 µl) dat vervolgens 1:1 is verdund met lysisbuffer, terwijl bij de NALC-NaOH methode het gehele sputa (enkele ml) wordt gebruikt. Toch komen de ct-waardes bij MTB-complex met elkaar overeen. Daarom is er getest met meer sputum en minder lysisbuffer, zodat het materiaal niet meer 1:1 wordt verdund. Helaas worden de materialen nu wel geremd. Ook sputum dat onbehandeld is of dat met DTT is behandeld wordt geremd. Dit komt waarschijnlijk doordat bij de voorbehandeling met NALC-NaOH de celresten, welke remming kunnen veroorzaken, in de PCR beter worden verwijderd dan bij de andere methodes waarbij de celresten niet worden verwijderd. Bij onbehandeld sputum (06M 080429) zijn er geen goede duplo’s. Dit komt waarschijnlijk omdat er gebruik gemaakt wordt van een klein deel van het sputum (Mycobacteriën zijn niet homogeen verdeeld in sputum). Met de NALC-NaOH methode wordt het gehele sputum gebruikt, waardoor je geen verschil in duplo’s hebt.
Er zijn ook methodes getest waarbij de voorbehandeling en de prelysis van het materiaal in één keer plaatsvindt, namelijk met behulp van een proteïnase-K-buffer en met behulp van S.T.A.R. buffer. Bij de proteïnase-k-buffer zijn de resultaten van het MTB-complex beter dan het sputum dat met NALC-NaOH is voorbehandeld. Er is gebruik gemaakt van  75 µl sputum waaraan 50 µl positieve controle is toegevoegd. Dus 125 µl materiaal in totaal. Bij NALC-NaOH wordt het geheel uiteindelijk in 1 ml gesuspendeerd, dus worden de bacteriën min of meer verdund. Dit terwijl bij de proteïnase-K-buffer niet verdund wordt, omdat alles in de MagNA Pure gaat. Wanneer er bij de NALC-NaOH methode enkele ml sputum wordt gebruikt (in plaats van 125 µl), levert dat betere resultaten op dan voorbehandeling met proteïnase-K-buffer. Door de grote hoeveelheid (enkele ml) van het sputum worden de bacteriën nu geconcentreerd (in 1 ml) in plaats van verdund. Ook zijn er grote verschillen in de duplo’s waneer materialen met proteïnase-K-buffer zijn voorbehandeld, omdat je maar een klein deel van het sputum gebruikt.  
12.2 DNA isolatie
Nadat de te onderzoeken materialen vloeibaar en geïnactiveerd zijn, kunnen deze gebruikt worden om er DNA uit te isoleren en te zuiveren. Er zijn verschillende isolatiemethodes getest. Voor de MagNA Pure zijn er twee isolatiekits getest, waarbij de TNA-kit met de DNA-kit vergeleken is bij materialen die zijn voorbehandeld met  proteïnase-K-buffer of met S.T.A.R. buffer. De DNA-isolatie met behulp van de DNA-kit geeft een betere opbrengst. De reden hiervoor is onbekend, omdat de samenstelling van de gebruikte buffers tijdens de DNA-isolatie niet bekend is. Een mogelijkheid zou kunnen zijn dat er een proteïnase-K-stap bij DNA-isolatie met behulp van de TNA-kit plaatsvindt, welke niet bij DNA-isolatie met behulp van DNA-kit plaatsvindt.
In theorie is DNA-isolatie met de MagNA Pure en MagNA Pure Compact gelijk aan elkaar. Dit is bij Mycobacteriën niet het geval; de reden daarvoor is onbekend. DNA-isolatie met silica-membramen geeft slechtere resultaten dan DNA-isolatie met de MagNA Pure. Dit kan komen doordat de materialen eerst met lysismix zijn behandeld, welke een storend effect kan hebben.

12.3 Klinische validatie - MTB-complex PCR
Er zijn 593 materialen getest op de aanwezigheid van DNA van het MTB-complex. Beide methodes (Cobas en alternatieve test) hebben ongeveer evenveel remmers, terwijl de Cobas  eerst meer materialen had die geremd waren, maar door 1:10 te verdunnen verdwijnen de remmende factoren. Om het aantal remmers in de Taqman te verminderen kan het materialen 1:5 verdund worden en nogmaals bepaald. Het voordeel hiervan is dat je minder remmers hebt, maar het nadeel is dat je ook een verlies in de gevoeligheid hebt van je PCR. 
Met de eerste bepaling zijn er met de PCR in meer materialen DNA van het MTB-complex aangetoond dan met de Cobas. Bij een tweede bepaling van deze materialen in de PCR is bij 12 van de 24 voor een tweede keer ook DNA van het MTB-complex aangetoond. Er zijn dus 12 materialen vals positief in de eerste bepaling (in vergelijking met de Cobas). Dit kan wijzen op een besmetting tijdens de DNA-isolatie, omdat zeven materialen gelijktijdig met een positieve MGIT en vier materialen met een positief materiaal in de MagNA Pure zijn gegaan. Het is dus aan te raden om materialen met een hoge ct-waarde te confirmeren wanneer deze met een ander materiaal (dat een lage ct-waarde heeft) gelijktijdig in de MagNA Pure zijn geweest. 
De PCR heeft bij 12 materialen DNA van het MTB-complex aangetoond, terwijl de Cobas dat niet heeft aangetoond. Bij vier van de 12 is M. tuberculosis gekweekt. Er blijven zeven materialen die vals positieve materialen over in vergelijking met de kweek. Bij één materiaal (06E 136827) heeft de patiënt in het verleden een TB-infectie gehad. Mogelijk zaten er dode Mycobacteriën in het materiaal, die door de PCR zijn gedetecteerd. Bij één materiaal (06Z 016274) is M. chelonea complex gekweekt, terwijl de MTB-complex met de PCR is aangetoond. Hiervan is ook de MGIT getest, waarvan geen DNA van het MTB-complex is aangetoond. Het kan zijn dat dit materiaal net als de andere met M. tuberculosis zijn besmet tijdens de voorbehandeling met NALC-NaOH of tijdens de prelysis, omdat deze worden uitgevoerd in een LAF-kast waarin positieve kweken worden geopend. Om besmetting te voorkomen, is het verstandig om regelmatig de LAF-kast schoon te maken en te decontamineren, of de monsters voor de PCR niet in een kweekkast te bewerken.
12.4 Klinische validatie - Myc. genus PCR
Er zijn 394 materialen getest op de aanwezigheid van DNA van Mycobacteriën. De PCR heeft bij 30 materialen DNA van Mycobacteriën aangetoond, terwijl er geen Mycobacteriën gekweekt zijn. Dit kan komen omdat de gebruikte primers en de probe niet specifiek genoeg zijn, omdat deze ook Corynebacterium amplificeren. Ook zijn 6 verschillende waters getest en 1x TE buffer op aanwezigheid van DNA van Mycobacteriën, waarbij DNA van Mycobacteriën is aangetoond. Omdat de gebruikte primers en probes in SIGMA water zijn opgelost en omdat de samenstelling van de gebruikte buffers niet bekend is, kan niet uitgesloten worden dat DNA van Mycobacteriën in de buffers zit die gebruikt worden voor de DNA-isolatie. Ook de ITS-PCR had geen goede resultaten. Het is dus heel moeilijk om een goede PCR die alle Mycobacteriën kan detecteren te ontwikkelen, omdat het moeilijk is om primers en probe’s  te ontwikkelen die niet te specifiek zijn (waardoor er niet alles detecteerd wordt) of te breed zijn (waardoor er te veel gedetecteerd wordt). Uiteindelijk is de PCR om het DNA van alle Mycobacteriën aan te tonen niet in de routine ingevoerd.
Omdat de interne controle aan de Myc.genus PCR was toegevoegt is er bepaald of er een multiplex PCR mogelijk is met PhHV en het MTB-complex. Dit is niet mogelijk, omdat er bij de lage concentratie van het BCG (7,5-30 4,2-16,7 en 1,7-6,7) de ct-waarde van MTB-complex lager wordt bij de multiplex (in vergelijking tot twee losse PCR’en). 
13. Conclusie
13.1 Methode

Er zijn verschillende methodes onderzocht om materiaal vloeibaar te maken en pathogenen microörganismen te inativeren. De NALC-NaOH methode geeft de beste resultaten, omdat deze methode minder remmers veroorzaakt dan de andere methodes. Voordeel hiervan is dat het gehele sputum kan worden gebruikt en dat het geen extra werk geeft, omdat materialen met NALC-NaOH behandeld worden voor de kweek. Deze methode is minder gevoelig dan andere methodes bij kleine hoeveelheden sputa. Meestal wordt er voldoende sputum geleverd.

De MagNA Pure in combinatie met de DNA-kit is het meest geschikt om DNA van Mycobacteriën te isoleren, omdat deze combinatie de hoogste DNA-opbrengst geeft. Om het eventuele DNA van Mycobacteriën in het materiaal te detecteren, wordt er gebruikt gemaakt van een op een Taqman gebaseerde test. Hiervoor kan het beste de mastermix van Applied gebruikt worden. Door optimalisatie van de PCR is bepaald welke primer- en probe-concentratie het meest geschikt zijn. Voor de MTB-complex PCR zijn dat: 200 nM voor MTB-complex F1, 400 nM voor MTB-complex R1 en 200 nM voor MTB-1-FAM. Voor de Myc. genus PCR zijn dat: 200 nM voor Myc. genus A,B en C, 800 nM voor Myc. genus R1 en 250 NM voor Myc. genus-1-FAM. 

13.2 Klinische validatie 

Er zijn 593 materialen getest op aanwezigheid van DNA van het MTB-complex. De Cobas heeft meer RNB dan de alternatieve test, maar beide methodes hebben ongeveer een gelijke hoeveelheid uiteindelijke remmers. Om het aantal remmers in de Taqman te verminderen, kan het RNB materiaal 1:5 verdund worden en nogmaals bepaald worden. Positieve materialen met een hoge ct, die met een positief materiaal met een lage ct-waarde in dezelfde MagNA Pure run zijn geweest, moeten worden overbepaald vanwege mogelijke besmetting tijdens de DNA-isolatie. Verder heeft de alternatieve methode bij vier materialen DNA van het MTB-complex aangetoond die de Cobas niet gedetecteerd heeft, maar waaruit wel M. tuberculosis gekweekt is. Deze test is in de routine genomen.
Er zijn 394 materialen getest op aanwezigheid van DNA van Mycobacteriën. De alternatieve test heeft bij veel materialen DNA van Mycobacteriën aangetoond, terwijl er geen Mycobacteriën gekweekt zijn. Deze PCR is kwalitatief niet zo goed, omdat Corynebacteriën ook gedetecteerd worden. Bovendien bevinden Mycobacteriën zich ook in water. Deze test is niet in de routine genomen. Omdat de interne controle aan de Myc.genus PCR was toegevoegd is er bepaald of er een multiplex PCR mogelijk is met PhHV en het MTB-complex. Dit is niet mogelijk, omdat je dan gevoeligheid verliest. Daarom moet er een aparte PCR ingezet worden om te bepalen of er remming plaatsvindt tijdens de amplificatie.
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15. Bijlagen 

Bijlage 1:
Resultaten multiplex PCR: MTB, Myc. genus en PhHV en gevoeligheid

Bijlage 2: 
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Bijlage 5:
Resultaten klinische validatie

Bijlage 1: Resultaten multiplex PCR: MTB, Myc. genus en PhHV en gevoeligheid

Tabel 5: Gevoeligheid van Cobas en Taqman.
	Concentratie

(cfu/100 µl)
	Cobas 
	Taqman (ct)

	
	Per 50 µl
	PCR TBC
	Per 10 µl
	MTB-1-FAM

	
	
	
	
	

	1500-6000
	750 - 3000
	+ (3.966)
	150 - 600
	28.53

	
	
	+ (3.966)
	
	28.92

	150 - 600
	75 - 300
	+ (3.966)
	15 - 60
	30.82

	
	
	+ (3.966)
	
	30.97

	75 - 300
	37,5 - 150
	+ (3.966)
	7,5 - 30
	32.11

	
	
	+ (3.665)
	
	32.17

	37,5 - 150
	18,8 - 75
	+ (3.966)
	3,8 - 15
	33.20

	
	
	+ (3.966)
	
	32.46

	15 - 60
	7,5 - 30
	+ (3.267)
	1,5 - 6
	35.64

	
	
	+ (3.665)
	
	33.43

	7,5 - 30
	3,8 - 15
	+ (1.738)
	0,8 - 3
	34.88

	
	
	+ (3.966)
	
	35.50

	4,2 - 16,7
	2,1 - 8,4
	-
	0,4 - 1,7
	36.60

	
	
	+ (2.568)
	
	36.11

	1,7 - 6,7
	0,9 - 3,4
	-
	0,2 - 0,7
	37.67

	
	
	-
	
	Undet.

	0
	0
	-
	0
	Undet.

	
	
	X
	
	Undet.


26-02-07: Prelysis & MagNA pure 28 -02-07: Taqman
Tabel 6: Gevoeligheid Taqman 

	0,8 – 3 CFU
	0,4 - 1,7 CFU
	0,2 - 0,7 CFU

	34.33
	37.45
	37.14

	36.98
	37.92
	Undet.

	35.66
	Undet.
	Undet.

	36.03
	37.93
	Undet.

	34.67
	37.97
	Undet.

	35.69
	Undet.
	Undet.

	36.64
	37.64
	Undet.

	35.02
	37.56
	Undet.

	35.10
	37.70
	Undet.

	35.32
	Undet.
	Undet.

	37.71
	Undet.
	Undet.

	Undet.
	Undet.
	Undet.


15-03-07: Prelysis & MagNA pure & Taqman 16-03-07: Taqman
Tabel 7: Gevoeligheid Cobas

	3,8 – 15 CFU
	2,1 - 8,4 CFU
	0,9 - 3,4 CFU

	 + 
	 - 
	 - 

	 + 
	 + 
	 - 

	 + 
	 + 
	 + 

	 + 
	 - 
	 + 

	 + 
	 - 
	 - 


Tabel 8: Multiplex PCR
	MTB
	MTB+PhHV
	PhHV
	Myc.genus
	Myc.genus + PhHV

	
	MTB
	PhHV
	
	
	Myc.genus
	PhHV

	30.15
	30.21
	30.85
	30.89
	31.74
	31.91
	30.95

	29.91
	30.28
	30.91
	30.94
	31.32
	31.68
	30.63

	29.95
	30.25
	30.69
	30.68
	32.16
	31.48
	30.63


28-11-06 Voorbehandeling & DNA isolatie & Taqman 
Bijlage 2: Resultaten MagNA lyser, DTT en onbehandeld sputum
Tabel 9: Voorbehandeling van sputum met Magna lyser en NALC-NaOH 

	
	NALC-NaOH
	MagNA lyser

	
	MTB
	Myc gen
	PhHV
	MTB
	Myc gen
	PhHV

	06M 080656
	23.52
	29.58
	29.40
	22.67
	31.45
	30.49

	
	23.45
	29.78
	29.31
	22.54
	30.70
	30.53

	06M 080291
	24.01
	29.76
	30.25
	23.25
	30.62
	30.67

	
	24.07
	29.65
	30.20
	23.16
	30.60
	30.47

	06M 080429
	21.81
	29.59
	31.32
	23.51
	31.78
	30.84

	
	21.79
	32.37
	33.221
	22.80
	31.46
	31.84


09-01-07: Voorbehandeling & DNA isolatie & Taqman
1) Geeft remming in de PCR
Tabel 10: Voorbehandeling van sputum met DTT en NALC-NaOH
	
	NALC-NaOH
	DTT

	
	MTB
	Myc gen
	PhHV
	MTB
	Myc gen
	PhHV

	06M 080656
	23.24
	29.52
	29.24
	21.99
	30.72
	31.94

	
	23.31
	29.46
	29.37
	22.33
	31.05
	33.141

	06M 080291
	23.52
	28.99
	30.38
	22.57
	31.39
	34.061

	
	23.55
	29.14
	30.56
	22.72
	32.53
	34.911

	06M 080429
	21.23
	29.26
	31.83
	22.32
	Undet.
	45.671

	
	21.26
	29.06
	31.41
	23.03
	Undet. 
	Undet. 1


10-01-07:  Voorbehandeling & DNA isolatie & Taqman
1) Geeft remming in de PCR

Tabel 11: Onbehandeld sputum en sputum behandeld met NALC-NaOH
	
	NALC-NaOH
	Onbehandeld

	
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV

	06M 080429
	22.81
	30.03
	21.61
	46.031

	
	22.88
	30.12
	30.52
	Undet. 1

	07E 003315
	24.61
	29.56
	20.71
	35.671

	
	24.67
	29.64
	21.07
	36.481


14-03-07: Voorbehandeling & DNA isolatie; 15-03-07: Taqman
1) Geeft remming in de PCR

Tabel 12: MagNAlyser meer imput

	Monster
	NALC
	MagNAlyser

	
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV

	06M 080429
	22.81
	30.03
	22.19
	34.661

	
	22.88
	30.12
	22.43
	33.881

	07E 003315
	24.61
	29.56
	20.12
	34.501

	
	24.67
	29.64
	X
	X


14-03-07: Voorbehandeling & DNA isolatie; 15-03-07: Taqman
1) Geeft remming in de PCR

Bijlage 3: Resultaten Proteinase-K-buffer, S.T.A.R. buffer en isolatie methodes 
Tabel 13: Voorbehandeling en inactivatie STAR buffer 

	
	DNA-kit
	TNA-kit

	
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV

	07E 0443121
	31.33
	30.42
	34.09
	32.41

	
	31.00
	30.18
	34.05
	32.25

	07E 0443101
	31.14
	30.18
	33.34
	31.99

	
	31.23
	30.10
	33.58
	31.89

	07E 0442761
	30.70
	29.15
	33.54
	30.91

	
	30.24
	29.39
	32.82
	30.94

	NC 
	Undet.
	29.73
	Undet.
	31.57

	PC
	31.01
	29.56
	33.15
	31.13


13-04-07: Voorbehandeling & DNA isolatie & Taqman
1) Sputa gepiked met 1500-6000 BCG cellen
NC: Negatieve controle (alleen 1xTE buffer );  PC: Positieve controle (1x TE met 1500-6000 BCG cellen)
Tabel 14: Voorbehandeling  en inactivate met prot-K-buffer  

	
	DNA-kit
	TNA-kit
	NALC

	
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV

	07E 0393112
	30.40
	32.34
	31.49
	32.93
	37.92
	30.50

	
	30.29
	31.13
	32.82
	32.49
	37.21
	30.18

	07E 0392022
	30.27
	32.96
	33.81
	34.201
	Undet.
	29.23

	
	30.28
	33.081
	32.49
	33.541
	37.54
	30.45

	07E 0393172
	32.04
	34.731
	34.06
	34.571
	38.45
	30.48

	
	31.99
	34.811
	33.83
	36.071
	45.72
	29.47

	NC
	Undet.
	29.54
	Undet.
	30.30
	Undet.
	29.47

	PC
	28.86
	29.73
	31.16
	32.19
	28.74
	29.47


02-04-07: Voorbehandeling & DNA isolatie;  03-04-07: Taqman
1) geeft remming in de PCR; 2) Sputa gepiked met 1500-6000 BCG cellen 

NC: Negatieve controle (alleen 1xTE buffer );  PC: Positieve controle (1x TE met 1500-6000 BCG cellen)
Tabel 15: Voorbehandeling en inactivate met prot-K-buffer  

	
	Prot k
	NALC

	
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV

	07E 041193
	29.28
	Undet. 1
	24.18
	31.40

	
	22.29
	45.091
	24.17
	31.44


05-04-07 Voorbehandeling & DNA isolatie & Taqman
1) Geeft remming in de PCR
Tabel 16: DNA isolatie silica membramen vergelijken met MagNA Pure
	Monster
	MagNA pure
	Silica membramen

	
	MTB
	Myc.gen
	PhHV
	MTB
	Myc.gen
	PhHV

	07E 020077
	Undet.
	39.58
	31.29
	Undet.
	Undet.
	33.941

	07E 003519
	Undet.
	Undet.
	32.72
	Undet.
	Undet.
	32.40

	06Z 016273
	Undet.
	Undet.
	30.92
	Undet.
	Undet.
	33.941

	06Z 016274
	Undet.
	Undet.
	30.90
	41.11
	Undet.
	34.121

	06E 136827
	37.46
	40.16
	30.98
	Undet.
	Undet.
	Undet. 1

	06M 080375
	Undet.
	Undet.
	29.80
	38.55
	Undet.
	34.091

	07M 011277
	35.14
	29.34
	30.74
	38.37
	35.00
	32.94

	07E 020384
	38.12
	49.97
	30.62
	Undet.
	Undet.
	33.091

	07E 016435
	34.79
	Undet.
	33.251
	Undet.
	Undet.
	32.31

	07F 0015602
	22.19
	27.02
	29.44
	24.71
	33.09
	33.83


22-02-07: Prelysis & MagNA pure & Kolommetjes
23-02-07: Taqman
1) geeft remming in de PCR; 2) MGIT

Bijlage 4: Resultaten remmers, waters, Corynebacterium en ITS-PCR
Tabel 17: Remmers in de Taqman
	Monster 
	
	Extra in MP
	1:1
	1:5
	1:10

	
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV
	MTB
	PhHV

	07M 013646
	Undet. 
	34.201
	Undet.
	33.281
	Undet.
	32.14
	Undet.
	30.24
	Undet.
	30.23

	07Z 003305
	Undet.
	Undet1.
	Undet.
	36.671
	Undet.
	39.691
	Undet.
	32.73
	Undet.
	31.18

	07E 019775
	Undet.
	44.371
	Undet.
	32.24
	Undet.
	30.11
	Undet.
	31.17
	Undet.
	30.58

	07E 029119
	Undet.
	Undet.1
	Undet.
	Undet.1
	Undet.
	Undet. 1
	Undet.
	Undet. 1
	Undet.
	34.821

	07E 030541
	Undet.
	44.361
	Undet.
	35.351
	Undet.
	Undet. 1
	Undet.
	31.23
	Undet.
	31.12


1) Geeft remming in de PCR
Tabel 18: Uittesten van verschillende waters

	Monster 
	MTB
	Myc genus

	TE – 1 
	Undet.
	37.98

	TE – 2 
	Undet.
	Undet.

	TE – 3 
	Undet.
	Undet.

	Sigma water – 1 
	Undet.
	44.15

	Sigma water – 2 
	Undet.
	Undet.

	Sigma water – 3 
	Undet.
	Undet.

	Qiagen water – 1 
	Undet.
	Undet.

	Qiagen water – 2 
	Undet.
	Undet.

	Qiagen water – 3 
	Undet.
	Undet.

	Kraanwater – 1 
	Undet.
	39.08

	Kraanwater – 2 
	Undet.
	Undet.

	Kraanwater – 3 
	Undet.
	39.10

	R. O.  – 1 
	Undet.
	40.07

	R. O.  – 2
	Undet.
	47.44

	R. O.  – 3
	Undet.
	Undet.

	Milli Q – 1 
	Undet.
	Undet.

	Milli Q – 2 
	Undet.
	36.33

	Milli Q – 3 
	Undet.
	39.77

	Milli Q steriel – 1 
	Undet.
	Undet.

	Milli Q steriel – 2 
	Undet.
	37.20

	Milli Q steriel – 3 
	Undet.
	Undet.

	Auqa dest – 1 
	Undet.
	Undet.

	Auqa dest – 2 
	Undet.
	Undet.

	PC
	28.37
	30.56


04-01-07: Voorbehandeling & DNA isolatie & Taqman
PC: Positieve controle (1x TE met 1500-6000 BCG cellen)
Tabel 19: Corynebacterium
	
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	C. dipteriae 
	Undet. 
	37.01
	29.60
	

	C. jeikeium
	Undet.
	38.22
	29.75
	

	C. propinquum
	Undet.
	18.40
	31.45
	

	C. pseudodipther
	Undet.
	32.14
	29.70
	

	C. pseudotuber 
	Undet.
	37.70
	29.69
	


Tabel 20: Testen ITS-PCR met geïsoleerde DNA
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster
	Patiënt
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB (FAM)
	Myc gen (FAM)
	PhHV-1-VIC
	

	
	
	
	
	
	11
	22
	13
	22
	
	

	06E 127604
	4796379
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	33.68
	Undet.
	31.15
	

	06E 127745
	4785423
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	40.95
	Undet.
	38.38
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	
	32.85
	
	31.99
	Isolaat extra in MP

	06E 127049
	6193608
	MGIT
	M. tuberculosis 
	-
	Undet.
	Undet.
	33.80
	Undet.
	30.51
	Kweek  ( TB

	06E 124652
	4972935
	MGIT
	M. species 
	Remming
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	32.19
	Remming Cobas

	
	
	
	
	Remming
	
	
	
	
	
	1: 10 verdunt

	06E 129848
	4798282
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.20
	Undet.
	31.64
	

	06E 130026
	4800020
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	28.79
	Undet.
	30.76
	

	C. dipteriae 
	n.v.t.
	n.v.t.
	Undet.
	Undet.
	37.01
	Undet.
	29.60
	

	C. jeikeium
	n.v.t.
	n.v.t.
	Undet.
	Undet.
	38.22
	Undet.
	29.75
	

	C. propinquum
	n.v.t.
	n.v.t.
	Undet.
	Undet.
	18.40
	Undet.
	31.45
	

	C. pseudodipther
	n.v.t.
	n.v.t.
	Undet.
	Undet.
	32.14
	Undet.
	29.70
	

	C. pseudotuber 
	n.v.t.
	n.v.t.
	Undet.
	Undet.
	37.70
	Undet.
	29.69
	

	06M 079227
	5011451
	
	M. tuberculosis
	Remming
	36.38

36.84
	Undet
	Undet.

Undet.
	Undet
	30.55

31.06
	Remming Cobas. 

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	Remming
	20.10

20.05
	24.09
	25.94

25.86
	22.84
	29.27

29.09
	1: 10 verdunt

Over + isolaat 2 keer in taqmen

	06M 079438
	8038426
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	35.53

36.00
	Undet.
	32.52

33.27
	Undet.
	29.66

30.26
	Auramine prep -

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	38.45
	Undet.
	39.49
	Undet
	29.38
	Alles over

	06Z 016273
	Z2613864
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming
	36.93

Undet.
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	30.50

30.38
	Remming Cobas 

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	-
	Undet.

38.22
	Undet.
	42.97

45.23
	Undet.
	30.73

30.69
	1: 10 verdunt             FLP neg

Over + isolaat 2 keer in Taqman

	06Z 016274
	Z1942480
	
	M. species: 

M. chelonae complex
	-
	36.42

38.16
	Undet.
	49.92

45.36
	48.35
	30.33

30.15
	ZN eenmalig pos, normale foto,  FLP neg, 

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	39.19

36.89
	Undet.
	Undet.

40.83
	Undet.
	30.38

30.26
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	06E 136827
	4424777
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	34.62

X
	X
	Undet

X.
	X
	36.23

X
	12m geleden tbc stam 

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	35.59

34.63
	Undet.
	46.10

41.03
	Undet.
	29.00

28.82
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	06M 080375
	5111419
	
	M. tuberculosis complex 
	-
	36.97

38.46
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.51

29.56
	Auramine -, sterke verdenking tbc, met tbc stam (13d) . isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.

36.70
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.69

29.62
	Over + isolaat 2 keer in taqmen

	07M 000842
	4243807
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	36.17

36.06
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	30.65

30.54
	isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	30.61
	Alles over

	06E 138482
	7891854
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	35.64

37.35
	Undet.
	32.73

33.46
	Undet.
	29.08

29.16
	isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	32.03
	Undet.
	28.36
	Alles over

	07E 002732
	1684441
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	37.57

Undet.
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.15

29.23
	Auramine – 

isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet.

Undet.
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.54

29.48
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	07E 003140
	3930113
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	36.41

38.86
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.15

29.29
	Auramine – 

isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet.

Undet.
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.44

29.42
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	07M 001657
	3107852
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	35.56

37.60
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.39

29.38
	Auramine – 

isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet.

Undet.
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.35

29.49
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	07E 003519
	1750177
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	37.24

Undet.
	Undet.
	Undet.

Undet.
	Undet.
	29.33

29.37
	Auramine – 

isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet.

Undet.
	Undet.
	40.23

39.39
	Undet.
	29.42

29.36
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	07M 003618
	3396844
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	36.47
	Undet.
	40.31
	42.19
	29.60
	18/1 container tijdens centrifugeren gescheurd, toch ingezet, kweek niet betrouwbaar.  (auramine -)

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	37.78
	Undet.
	29.77
	Over


1) MTB-complex PCR (IS6110);  2) ITS-PCR;  3) Myc. genus PCR (16s)

Tabel 21 Testen ITS-PCR met nieuwe isolaties
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)

	Monster
	Patiënt
	
	Kweek
	MTB (FAM)
	Myc gen (FAM)
	PhHV-1-VIC

	
	
	
	
	11
	22
	13
	22
	

	06M 064891
	1982744
	MGIT
	M. tuberculosis
	19.96
	20.04
	22.82
	18.29
	29.71

	06E 131507
	4054211
	MGIT
	M. tuberculosis
	19.75
	23.05
	25.83
	21.54
	29.48

	06F 021229
	3727284
	MGIT
	M. avium
	Undet.
	Undet.
	22.53
	20.87
	30.15

	06E 130366
	3220019
	MGIT
	Myc sp
	Undet.
	Undet.
	19.47
	38.15
	31.38

	06M 080291
	5111419
	
	M. tuberculosis
	20.41
	30.25
	30.75
	28.12
	33.76

	06E 132654
	1001410
	MGIT
	M. tuberculosis
	18.15
	21.45
	24.35
	20.00
	29.67

	06M 080429
	5111419
	MGIT
	M. tuberculosis
	25.37
	30.87
	33.35
	29.81
	30.31

	07E 003315
	1001410
	
	M. tuberculosis
	22.26
	27.08
	29.63
	25.54
	30.10

	06E 128152
	6193608
	MGIT
	M. tuberculosis
	15.23
	18.54
	20.98
	16.94
	29.61

	07E 002520
	1001410
	
	M. tuberculosis
	22.48
	27.47
	31.03
	25.99
	31.37

	06Z 016274
	Z1942480
	MGIT
	Myco chelonae complex
	Undet.
	Undet.
	19.42
	Undet.
	31.41

	06E 134807
	3469950
	MGIT
	Myc sp
	Undet.
	Undet.
	25.02
	23.41
	29.60

	07E 006720
	2233720
	MGIT
	M. tuberculosis
	19.06
	19.36
	21.84
	17.90
	29.66

	07E 006722
	2233720
	MGIT
	M. tuberculosis
	15.79
	18.47
	21.10
	17.14
	29.88

	07E 006724
	2233720
	MGIT
	M. gordonae
	Undet.
	Undet.
	20.22
	17.95
	32.89

	07E 006725
	2233720
	MGIT
	Myco chelonae complex 
	Undet.
	Undet.
	20.40
	Undet.
	30.31


1) MTB-complex PCR (IS6110);  2) ITS-PCR;  3) Myc. genus PCR (16s)

Tabel 22: Multiplex PCR MTB en PhHV

	Concentratie

(cfu/100 µl)
	MTB-1-FAM
	MTB + PhHV
	PhHV-1-VIC

	
	
	MTB-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	1500-6000
	28.53
	28.58
	29.71
	29.67

	
	28.92
	28.64
	30.00
	30.26

	150 - 600
	30.82
	31.28
	30.04
	29.83

	
	30.97
	31.07
	29.97
	30.08

	75 - 300
	32.11
	31.52
	29.88
	29.73

	
	32.17
	31.82
	29.96
	30.02

	37,5 - 150
	33.20
	32.79
	29.95
	29.93

	
	32.46
	33.34
	30.08
	29.85

	15 - 60
	35.64
	34.40
	29.85
	29.88

	
	33.43
	33.66
	30.22
	30.19

	7,5 - 30
	34.88
	36.15
	30.12
	29.98

	
	35.50
	36.86
	30.32
	30.13

	4,2 - 16,7
	36.60
	37.10
	29.93
	29.98

	
	36.11
	Undet.
	30.08
	30.01

	1,7 - 6,7
	37.67
	Undet.
	30.17
	30.14

	
	Undet.
	37.35
	30.08
	29.77

	0
	Undet.
	Undet.
	28.86
	28.67

	
	Undet.
	Undet.
	29.61
	29.76


Tabel 23: Multiplex PCR MTB en PhHV
	Concentratie BCG: 7,5 - 30 cfu/100 µl

(per 10 µl 0,8 – 3)
	Concentratie BCG: 4,2 - 16,7 cfu/100 µl

(per 10 µl 0,4 - 1,7)
	Concentratie BCG: 1,7 -  6,7 cfu/100 µl

(per 10 µl 0,2 - 0,7)

	MTB
	MTB + PhHV
	PhHV
	MTB
	MTB + PhHV
	PhHV
	MTB
	MTB + PhHV
	PhHV

	
	MTB
	PhHV
	
	
	MTB
	PhHV
	
	
	MTB
	PhHV
	

	35.13
	36.11
	29.51
	29.47
	35.64
	37.37
	29.76
	29.66
	Undet.
	Undet.
	29.88
	29.52

	34.42
	35.28
	29.69
	29.67
	37.66
	Undet.
	29.83
	30.12
	37.52
	37.62
	29.73
	29.69

	35.11
	36.48
	30.00
	29.56
	37.55
	37.38
	29.88
	29.77
	Undet.
	37.45
	29.53
	29.46

	37.90
	35.52
	29.94
	29.82
	Undet.
	35.40
	30.10
	29.74
	37.71
	Undet.
	29.74
	29.51

	35.08
	34.94
	29.96
	29.61
	36.18
	Undet.
	29.66
	29.73
	Undet.
	Undet.
	29.61
	29.49

	35.06
	36.44
	29.86
	29.90
	36.03
	36.62
	29.70
	29.88
	Undet.
	Undet.
	29.91
	29.50

	37.49
	35.42
	29.86
	29.94
	37.53
	36.81
	30.23
	30.08
	37.33
	Undet.
	29.51
	29.66

	36.98
	35.87
	29.83
	29.83
	35.88
	Undet.
	30.16
	30.17
	Undet.
	37.49
	29.62
	29.52

	36.02
	35.01
	29.90
	29.78
	36.38
	Undet.
	30.27
	30.25
	Undet.
	Undet.
	29.56
	29.57

	35.34
	37.41
	29.90
	29.76
	Undet.
	Undet.
	29.91
	29.50
	38.86
	Undet.
	29.85
	30.00


Bijlage 5: Resultaten klinische validatie
Tabel 24: Resultaten klinische validatie
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster 
	Patiënt 
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	06E 127049
	6193608
	
	M. tuberculosis
	+
	Undet.
	Undet.
	36.85
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	36.80
	Undet.
	29.61
	Isolaat extra in MP

	06E 127097
	6193608
	
	M. tuberculosis 
	+
	31.62
	Undet.
	30.06
	

	06E 127418
	9567543
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.58
	31.09
	

	06E 127456
	4576737
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.22
	

	06E 127486
	1436017
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.58
	

	06E 127604
	4796379
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	33.68
	31.15
	

	06M 073871
	3864124
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.80
	

	06M 073872
	3864124
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.69
	

	06M 073873
	3864124
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.29
	

	06Z 015187
	Z7166736
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.49
	

	06E 127745
	4785423
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	40.95
	38.38
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	32.85
	31.99
	Isolaat extra in MP

	06E 127810
	8465035
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.08
	29.75
	

	06F 020500
	1639975
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.26
	

	06F 020532
	??
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming
	Undet.
	Undet.
	29.93
	Remming Cobas

	
	
	
	
	Remming 
	
	
	
	1: 10 verdunt

	06M 074217
	5074153
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.04
	

	06E 128143
	6926835
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	36.78
	29.46
	

	06E 128152
	6193608
	
	M. tuberculosis
	-
	Undet.
	Undet.
	28.67
	MGIT ( positief

	06M 074599
	4792267
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.01
	

	06E 128629
	4798282
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	Undet.
	34.81 
	Remming Cobas  en Taqman

	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	1: 10 verdunt / extra in MP

	
	
	
	
	Remming
	Undet.
	49.94
	34.16
	Opnieuw, remming Taqman 

	
	
	
	
	
	Undet.
	37.42
	34.11
	Isolaat extra in MP, REMMING

	06E 128635
	6926835
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	36.34
	32.08
	Remming Cobas

	
	
	
	
	Niet over
	
	
	
	Is al gedaan van ander monster

	06E 128670
	5308666
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.32
	

	06E 128672
	1166066
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.77
	

	06E 128675
	2355540
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.95
	

	06M 074686
	2010521
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.90
	

	06M 074888
	4873590
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.23
	

	06M 075050
	4760301
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.27
	

	06E 126174
	8694598
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	43.31
	30.56
	

	06E 126136
	8389747
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	36.61
	30.18
	

	06M 074921
	5028485
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.32
	

	06E 127049
	6193608
	MGIT
	M. tuberculosis 
	-
	Undet.
	33.80
	30.51
	Kweek  ( TB

	06E 122556
	1902307
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.38
	

	06M 069598
	3571549
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	44.88
	30.85
	

	06E 124652
	4972935
	MGIT
	M. species 
	Remming 
	Undet.
	Undet.
	32.19
	Remming Cobas

	
	
	
	
	Remming 
	
	
	
	1: 10 verdunt

	06M 075309
	6202889
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.86
	

	06E 129092
	5366757
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.94
	

	06E 129683
	8859939
	
	Geen M.species gekweekt
	- 
	Undet.
	Undet.
	31.16
	

	06E 129786
	9567543
	
	Geen M.species gekweekt
	- 
	Undet.
	39.84
	30.43
	

	06E 129848
	4798282
	
	Geen M.species gekweekt
	- 
	Undet.
	29.20
	31.64
	

	06E 129995
	4800031
	
	Geen M.species gekweekt
	- 
	Undet.
	Undet.
	30.60
	

	06E 130026
	4800020
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	28.79
	30.76
	

	06F 020913
	9578866
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.14
	

	06E 130074
	1454486
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.08
	

	06E 130265
	1675905
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.89
	

	06E 131048
	4356418
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet. 
	30.95
	30.61
	

	06E 131116
	3811780
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.14
	30.27
	

	06E 131246
	3819112
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.38
	30.00
	

	06E 131507
	4054211
	
	M. tuberculosis
	+
	30.84
	38.86
	31.07
	

	06M 076197
	8517087
	
	Geen M.species gekweekt
	+ 
	Undet.
	Undet.
	30.14
	Patiënt 1e keer pos

	
	
	
	
	-
	
	
	
	Cobas over ter confirm

	06M 076296
	5033871
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.00
	

	06E 131667
	3878603
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	Undet.
	31.54
	Remming Cobas

	
	
	
	
	-
	
	
	
	1: 10 verdunt

	06E 131684
	4054211
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.90
	30.07
	

	06E 131691
	4054211
	
	M. tuberculosis
	+ 
	24.40
	34.05
	33.15
	

	06M 076443
	4723493
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.14
	

	06M 076477
	4723493
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet. 
	Undet.
	32.10
	

	06M 076547
	1561571
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.86
	

	06M 076611
	4873590
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.97
	

	06M 076612
	4873590
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	34.58
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	32.30
	Isolaat extra in MP

	06Z 015751
	Z1797923
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.97
	30.06
	

	06Z 015752
	Z1797923
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.45
	

	06E 127097
	6193608
	MGIT
	M. tuberculosis complex
	+
	19.04
	25.40
	29.20
	

	06M 071307
	2434426
	MGIT
	M. species
	Remming 
	Undet.
	24.52
	29.47
	Remming cobas niet over 

	06E 129778
	1553827
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.78
	

	06F 020507
	9536505
	MGIT
	Kweek verontreinigd
	-
	Undet.
	Undet.
	33.18
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	37.12
	32.29
	Isolaat extra in MP

	06E 131988
	3409043
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.84
	

	06E 131989
	2841927
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.68
	29.96
	

	06E 131990
	4608989
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.85
	

	06E 132040
	3143745
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.77
	

	06F 021229
	3727284
	
	M. avium
	-
	Undet.
	32.00
	29.80
	

	06F 021275
	9156543
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.08
	

	06M 076835
	4730407
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.07
	

	06M 076837
	4730407
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.05
	

	06M 076840
	4730407
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.90
	

	06M 076842
	6448401
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.02
	

	06M 076844
	6448401
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.30
	


Vervolg Tabel 24: Resultaten klinische validatie
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster 
	Patiënt 
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	06M 076846
	6448401
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.00
	

	06M 064891
	1982744
	MGIT
	M. tuberculosis
	+
	19.97
	22.02
	29.68
	

	06E 132413
	1362812
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	36.07
	29.81
	

	06E 132674
	1802542
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.24
	

	06E 132606
	6193608
	
	M. tuberculosis
	-
	Undet.
	Undet.
	31.01
	

	06E 132652
	4435555
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	44.80
	29.67
	

	06E 132888
	8796681
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.93
	

	06E 133111
	8597589
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.52
	

	06M 077369
	4897328
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.74
	

	06E 133402
	1278260
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.73
	

	06E 133413
	4408352
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	33.56
	32.11
	

	06E 133562
	1802542
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.51
	

	06E 133662
	6868972
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.13
	

	06Z 015889
	Z7169917
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	33.45
	29.53
	

	06E 133683
	3128444
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.57
	

	06E 133764
	4630945
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.32
	

	06E 133827
	4441442
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	29.43
	30.49
	

	06E 134151
	2600488
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	47.45
	30.77
	

	06M 077615
	3673780
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.64
	

	06M 077971
	4516684
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.31
	

	06E 134554
	1446610
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.45
	

	06E 134558
	4608989
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.38
	

	06M 078204
	2413968
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Remming Cobas  en Taqman

	
	
	
	
	-
	Undet.
	Undet.
	35.22
	1: 10 verdunt / extra in MP, REMMING

	06M 078281
	4839967
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.51
	30.31
	

	06M 078292
	8770872
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.28
	

	06E 131507
	4054211
	MGIT
	M. tuberculosis
	+
	23.74
	29.63
	31.58
	

	06F 021229
	3727284
	MGIT
	Mycobacterium avium
	Remming 
	Undet.
	22.90
	30.64
	Remming Cobas

	
	
	
	
	-
	
	
	
	1: 10 verdunt

	06Z 014024
	Z2112253
	MGIT
	M. species  
	Remming 
	Undet.
	23.72
	29.62
	Remming Cobas

	
	
	
	
	-
	
	
	
	1: 10 verdunt

	06E 131684
	4054211
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.75
	30.02
	

	06E 130366
	3220019
	MGIT
	M. species 
	Remming 
	Undet.
	19.98
	31.47
	Remming Cobas

	
	
	
	
	Remming 
	
	
	
	1: 10 verdunt

	06E 133076
	1179656
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	43.02
	30.06
	

	06E 132677
	1802542
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	Undet.
	32.06
	Remming Cobas

	
	
	
	
	Remming 
	
	
	
	1: 10 verdunt

	06E 134772
	3409043
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.96
	

	06E 135030
	6207190
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.47
	

	06E 135081
	1604746
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.04
	

	06E 135083
	3204916
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet. 
	Undet.
	30.19
	

	06Z 016114
	Z1104138
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.54
	

	06E 135466
	1802542
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.20
	

	06E 135483
	4214936
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	48.40
	31.47
	

	06E 135577
	2954358
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.26
	31.65
	

	06E 135705
	3274870
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.13
	29.77
	

	06E 135733
	3416765
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.77
	

	06Z 016214
	Z1942480
	
	M. chelonae complex
	-
	Undet.
	Undet.
	30.65
	

	06M 079227
	5011451
	
	M. tuberculosis
	Remming
	36.38

36.84
	Undet.

Undet.
	30.55

31.06
	Remming Cobas. 

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	Remming
	20.10

20.05
	25.94

25.86
	29.27

29.09
	1: 10 verdunt

Over + isolaat 2 keer in taqmen

	06M 079284
	4098028
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	38.18

Undet.
	Undet.

Undet.
	29.55

30.09
	Auramine prep - 



	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	29.09
	Alles over

	06M 079438
	8038426
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	35.53

36.00
	32.52

33.27
	29.66

30.26
	Auramine prep -

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	38.45
	39.49
	29.38
	Alles over

	06M 080291
	5111419
	
	M. tuberculosis complex
	+
	21.41
	29.54
	31.68
	

	06M 080374
	7506873
	
	M. chelonae complex
	-
	Undet.
	Undet.
	29.65
	

	06Z 016273
	Z2613864
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	36.93

Undet.
	Undet.

Undet.
	30.50

30.38
	Remming Cobas 

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	-
	Undet.

38.22
	42.97

45.23
	30.73

30.69
	1: 10 verdunt                      FLP neg

Over + isolaat 2 keer in Taqman

	06Z 016274
	Z1942480
	
	M. species: 

M. chelonae complex
	-
	36.42

38.16
	49.92

45.36
	30.33

30.15
	ZN eenmalig pos, normale foto,  FLP neg

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	39.19

36.89
	Undet.

40.83
	30.38

30.26
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	06E 136846
	4505776
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.72
	

	06E 136843
	9567543
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.29
	

	06E 136827
	4424777
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	34.62

X
	Undet

X.
	36.23

X
	12m geleden tbc stam 

isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	35.59

34.63
	46.10

41.03
	29.00

28.82
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	06E 136798
	4525279
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.18
	

	06Z 016352
	Z1857520
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.99
	

	06Z 016340
	Z1942480
	
	M. chelonae complex
	-
	Undet.
	42.59
	29.73
	

	06Z 016333
	Z1912070
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.28
	

	06Z 016320
	Z2462372
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	28.37
	

	06E 136978
	2258432
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.40
	

	06E 137152
	5692489
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.53
	29.94
	

	06E 137183
	7929768
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.27
	

	06F 022117
	1411241
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	40.89
	29.30
	

	06M 079774
	2010521
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.33
	

	06M 079861
	4839967
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	40.60
	30.69
	

	06M 079970
	1832009
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.63
	

	06M 079976
	5577909
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.04
	

	06E 137334
	3396664
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.82
	

	06E 137354
	3124352
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.29
	


Vervolg Tabel 24: Resultaten klinische validatie
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster 
	Patiënt 
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	06M 080375
	5111419
	
	M. tuberculosis 
	-
	36.97

38.46
	Undet.

Undet.
	29.51

29.56
	Auramine -, sterke verdenking tbc, met TBC stam (13d) . isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet.

36.70
	Undet.

Undet.
	29.69

29.62
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	06E 137584
	2134176
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.92
	

	06E 132654
	1001410
	MGIT
	M. tuberculosis
	+
	18.06
	23.63
	29.48
	

	06E 135588
	2882891
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.17
	29.58
	

	06E 134253
	3416358
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	35.03
	29.27
	

	06E 138260
	1149621
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	33.36
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	33.38
	Isolaat extra in MP, REMMING

	06F 022415
	3520291
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	33.11
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	37.34
	34.10
	Isolaat extra in MP, REMMING

	06M 080684
	5606685
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	47.13
	29.31
	

	06M 080685
	3969823
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.69
	30.31
	

	06Z 016555
	Z2462372
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.93
	

	06Z 016592
	Z1857520
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.11
	

	06E 138927
	5692489
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.25
	

	06Z 016616
	Z7173105
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.52
	

	06E 137269
	3370202
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.44
	

	06M 080429
	5111419
	MGIT
	M. tuberculosis complex 
	+
	25.83
	32.14
	29.56
	

	06M 079227
	5011451
	MGIT
	M. tuberculosis
	+
	19.92
	25.60
	29.10
	Cobas over ter confirm

	
	
	
	
	+
	
	
	
	

	06E 139029
	1146315
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.13
	

	06E 139042
	2076972
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	49.91
	29.58
	

	06E 139043
	2076972
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.15
	

	06E 139044
	2076972
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.38
	29.38
	

	06M 081180
	8555444
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.14
	

	06Z 016703
	Z7159312
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.03
	

	06Z 016704
	Z7159312
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.66
	

	06E 138923
	1364748
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.15
	

	06E 139114
	4223813
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	36.78
	30.15
	

	07E 000316
	4608989
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.31
	

	07E 000651
	3836580
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	40.06
	29.06
	

	07E 000673
	3124352
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.02
	

	07E 000680
	2841927
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.15
	29.38
	

	07E 000862
	7938678
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.43
	

	07E 000879
	4630945
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.09
	29.45
	

	07E 000921
	2614293
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.90
	30.63
	

	07M 000576
	3197414
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.12
	

	07M 000579
	8607338
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.78
	29.32
	

	07M 000580
	5053550
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	35.94
	29.15
	

	07M 000581
	5026754
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.18
	29.20
	

	07Z 000112
	Z1912070
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.29
	29.42
	

	07Z 000133
	Z1278033
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.51
	

	07E 001734
	5754606
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	36.21

36.26
	Undet.

Undet.
	30.38

30.46
	isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	30.24
	Alles over

	07E 001867
	2335864
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.82
	29.02
	

	07F 000258
	3235325
	
	M. fortuitum complex  
	-
	Undet.
	27.78
	30.95
	

	07M 000842
	4243807
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	36.17

36.06
	Undet.

Undet.
	30.65

30.54
	isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	30.61
	Alles over

	07Z 000242
	Z2285076
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.40
	29.07
	

	06E 138482
	7891854
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	35.64

37.35
	32.73

33.46
	29.08

29.16
	isolaat 2 keer in Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	32.03
	28.36
	Alles over

	07M 001191
	4865575
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	40.12
	30.16
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	-
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	07M 001250
	6084345
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.19
	

	06E 128152
	6193608
	MGIT
	M. tuberculosis
	+
	15.04
	19.91
	29.70
	Cobas over

	
	
	
	
	+
	
	
	
	

	07E 002520
	1001410
	
	M. tuberculosis
	+
	22.97
	29.20
	30.20
	Auramine + en  ZN +

	07E 002688
	4789009
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	25.04
	29.07
	

	07E 002732
	1684441
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	37.57

Undet.
	Undet.

Undet.
	29.15

29.23
	Auramine – 

isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet. 

Undet.
	Undet.

Undet.
	29.54

29.48
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	07E 003140
	3930113
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	36.41

38.86
	Undet.

Undet.
	29.15

29.29
	Auramine – 

isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet.

Undet.
	Undet.

Undet.
	29.44

29.42
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	07E 003315
	1001410
	
	M. tuberculosis
	+
	22.67
	29.03
	29.32
	Auramine + en  ZN +

	07M 001656
	4518844
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	47.93
	30.07
	

	07M 001657
	3107852
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	35.56

37.60
	Undet.

Undet.
	29.39

29.38
	Auramine – 

isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet.

Undet.
	Undet.

Undet.
	29.35

29.49
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	07M 001753
	4471555
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	46.01
	29.41
	

	07E 003519
	1750177
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	37.24

Undet.
	Undet.

Undet.
	29.33

29.37
	Auramine – 

isolaat 2 keer in taqmen

	
	
	
	
	
	Undet.

Undet.
	40.23

39.39
	29.42

29.36
	Over + isolaat 2 keer in Taqman

	07M 001919
	8602253
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.20
	

	07M 002101
	4551943
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.33
	30.56
	

	07E 004181
	5087225
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.81
	

	07E 004258
	3832220
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	33.49
	30.02
	

	07E 004372
	6989279
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.40
	29.76
	

	07E 004432
	1684441
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.57
	

	07E 004438
	5385831
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.58
	

	07M 002338
	7012984
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	27.93
	30.04
	

	07M 002348
	5867653
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.92
	29.37
	


Vervolg Tabel 24: Resultaten klinische validatie
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster 
	Patiënt 
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	07M 002816
	6367856
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	46.88
	31.57
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	-
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	07F 000258
	3235325
	MGIT
	M. fortuitum complex
	-
	Undet. 
	23.77
	29.25
	

	07E 002128
	5248353
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.87
	

	07E 003804
	2754466
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	40.54
	29.40
	

	07E 005046
	4139190
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.49
	29.68
	

	07M 002916
	5121495
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	36.92
	29.52
	

	07M 002921
	6202889
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	39.63
	31.09
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	-
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	07M 003095
	7603596
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.39
	

	07M 003135
	2924581
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.34
	Cobas: materiaal slijmerig,  uitslag niet betrouwbaar,  over verdund en onverdund

	
	
	
	
	- 
	
	
	
	

	06Z 016274
	Z1942480
	MGIT
	M. chelonae complex
	Remming 
	Undet.
	19.18
	30.57
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	-
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	07E 005643
	3008104
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.04
	42.33
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	33.67
	Isolaat extra in MP, REMMING

	07E 005735
	3372116
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	45.24
	30.63
	

	07E 006117
	4088626
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.49
	29.56
	

	07E 006147
	4021761
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	45.53
	29.48
	

	07E 006168
	8796681
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.48
	

	07F 000970
	9931819
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.26
	29.28
	

	07M 003272
	4585185
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.01
	29.67
	

	07M 003366
	2010521
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.68
	

	07M 003367
	5019439
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.36
	29.43
	

	07Z 000784
	Z1371282
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.83
	

	07E 006644
	4378357
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.43
	

	07E 006938
	8922224
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	45.21
	30.01
	

	07M 003618
	3396844
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	36.47
	40.31
	29.60
	18/1 container tijdens centrifugeren gescheurd, toch ingezet, kweek niet betrouwbaar.  (auramine -)Over 

	
	
	
	
	
	Undet.
	37.78
	29.77
	

	07M 003705
	6202889
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.45
	

	07M 003706
	6202889
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.75
	

	07M 003713
	5135038
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.08
	29.45
	

	07E 006522
	2832566
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.48
	29.45
	

	07E 007067
	3382197
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	27.04
	30.80
	

	07E 007143
	7794237
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.34
	

	07E 007145
	7794237
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.79
	

	07E 007398
	6286379
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.64
	

	07E 007532
	3701305
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.17
	

	07E 007555
	1150519
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.90
	

	07E 007557
	6130850
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.08
	

	07E 007956
	1691668
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	43.29
	30.14
	

	07M 004595
	4189621
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.74
	

	07M 004596
	9433090
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.00
	31.02
	

	07Z 000977
	Z2626750
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.65
	

	07E 007949
	6249961
	MGIT
	M. chelonae complex 
	-
	Undet.
	38.65
	29.21
	

	06E 134807
	3469950
	MGIT
	M. species 
	Remming
	Undet.
	25.24
	29.31
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	-
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	07E 000281
	7938678
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.16
	

	07Z0 00490
	Z1849736
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	40.92
	29.14
	

	07E 006644
	4378357
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.24
	

	07E 008087
	1366585
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	45.24
	30.00
	

	07E 008109
	1802542
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.19
	

	07E 008123
	2882891
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	44.43
	29.32
	

	07E 006720
	2233720
	MGIT
	M. tuberculosis
	+ 
	18.70
	20.80
	29.48
	Cobas over

	
	
	
	
	+ 
	
	
	
	

	07E 006722
	2233720
	MGIT
	M. tuberculosis
	+ 
	15.62
	21.71
	30.03
	Cobas over

	
	
	
	
	+ 
	
	
	
	

	07E 006724
	2233720
	MGIT
	M.gordonae
	Remming 
	Undet.
	19.66
	31.73
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	Remming 
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	07E 006725
	2233720
	MGIT
	M.abcessus
	Remming 
	Undet.
	20.48
	30.15
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	Remming 
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	07E 008756
	4928594
	
	M. abscessus
	-
	Undet.
	30.56
	30.21
	

	07E 008822
	5242765
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	31.60
	29.09
	Gespat tijdens nalcen?

	07E 008893
	6305214
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.43
	

	07E 008968
	1150519
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.18
	

	07E 008975
	8637288
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.40
	

	07M 004288
	1780069
	
	Stop
	-
	Undet.
	Undet.
	36.94
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	42.12
	32.71
	Isolaat extra in MP

	07E 009339
	6575723
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	38.16
	29.67
	

	07Z 001172
	Z1416639
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.61
	30.50
	

	07E 006726
	2233720
	MGIT
	M.avium
	Remming
	Undet.
	20.09
	30.45
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	Remming 
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	07E 009830
	6739978
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.54
	

	07E 009928
	2486484
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.52
	

	07F 001560
	2644858
	
	M. tuberculosis
	+ 
	34.63
	38.45
	29.40
	Over 

	
	
	
	
	
	34.72
	Undet.
	28.68
	

	07M 005551
	5546757
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	42.73
	29.78
	

	07Z 001268
	Z1632318
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.25
	

	07E 010505
	2799357
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	31.29
	29.09
	Over 

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	28.72
	

	07E 010610
	2904302
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.33
	

	07E 010635
	6351829
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.42
	

	07M 005907
	4679040
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	Undet.
	30.06
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	-
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	07E 010792
	2522402
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	23.20
	30.46
	

	07E 010949
	9698769
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.73
	

	07E 010951
	5095772
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.20
	

	07M 006011
	7049922
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.92
	29.78
	

	07Z 001416
	Z1707188
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.82
	

	07E 010209
	1875390
	MGIT
	Kweek verontrenigd
	-
	Undet.
	32.89
	29.65
	


Vervolg Tabel 24: Resultaten klinische validatie
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster 
	Patiënt 
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	07M 006753
	2117276
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.99
	29.97
	

	07Z 001476
	Z1846542
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.80
	

	07E 011699
	2752101
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.27
	29.47
	

	07E 011883
	1674607
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	43.89
	30.03
	

	07E 012208
	1344656
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	32.28
	30.12
	

	07E 012209
	2575587
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Isolaat extra in MP; REMMING

	07E 012255
	4468755
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	32.35
	30.51
	

	07E 012436
	6111369
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	42.41
	30.62
	

	07E 012439
	1249534
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.35
	

	07E 012445
	2364285
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.03
	

	07E 012448
	2929391
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	44.79
	30.73
	

	07E 012451
	3929772
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.77
	

	07E 012453
	7593894
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.12
	

	07E 012482
	5433846
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming
	Undet.
	40.35
	30.87
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	-
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	07E 012587
	2904302
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	28.61
	30.24
	

	07E 012589
	2904302
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	30.05
	29.64
	

	07M 006803
	5304427
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet. 
	Undet.
	30.62
	

	07E 012843
	4470108
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	33.40
	30.20
	

	07E 012844
	4470141
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	28.70
	29.86
	

	07E 012846
	4468755
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	31.23
	30.46
	

	07E 012874
	8097947
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	45.29
	30.43
	

	07F 002058
	9931819
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	42.55
	30.83
	

	07M 007124
	4910011
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.01
	30.24
	

	07Z 001599
	Z1912355
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.33
	

	07E 013141
	3916766
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.16
	

	07E 013143
	3916766
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.76
	

	07E 013146
	3916766
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.15
	

	07E 013182
	4516222
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	30.43
	30.59
	

	07E 013626
	3660041
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.21
	

	07E 013633
	9342285
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	33.01
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	33.76
	Isolaat extra in MP; REMMING

	07M 007403
	2514042
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.46
	

	07F 001934
	2644858
	
	M. tuberculosis
	+ 
	30.90
	37.46
	29.41
	

	07E 013763
	4516222
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	25.48
	29.62
	Auramine - 

	
	
	
	
	
	Undet. 
	25.90 
	29.99
	Over 

	07E 013906
	4470108
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	33.33
	29.40
	Auramine -  

	
	
	
	
	
	Undet. 
	33.30 
	29.28
	Over 

	07E 014076
	8615328
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.29
	29.83
	

	07E 014343
	9977366
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	44.16
	29.72
	

	07E 014370
	1155968
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	42.01
	30.26
	

	07E 014472
	6989279
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.15
	

	07E 014642
	3471105
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	40.13
	30.23
	

	07F 002323
	1206355
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.10
	

	07E 015371
	5652526
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.04
	

	07E 015416
	5433846
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	35.27
	30.04
	

	07E 015514
	1155968
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	41.53
	30.13
	

	07E 015516
	6979093
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.19
	

	07E 015537
	3769659
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.03
	29.99
	

	07M 008393
	4105365
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.15
	

	07E 015987
	3636407
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	44.41
	30.94
	

	07E 016019
	5310547
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.41
	

	07F 002510
	2644858
	
	M. tuberculosis
	+ 
	36.77
	Undet.
	31.02
	

	07M 008738
	3746479
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	42.65
	30.88
	

	07Z 002022
	Z1508680
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.27
	

	07E 018091
	4729351
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.94
	

	07E 016435
	4455115
	
	M. tuberculosis
	+ 
	36.64
	Undet.
	34.05
	Cobas over; Taqman  over

	
	
	
	
	-
	34.79
	Undet.
	33.25
	

	07E 016523
	4475575
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	31.47
	31.07
	

	07E 016527
	4475564
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.88
	

	07E 016551
	3422771
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.01
	

	07E 016794
	5624718
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	14.69??
	Undet.
	30.96
	Raar signaal  ( NEGATIEF!!!

	07F 001560
	2644858
	MGIT
	M. tuberculosis
	+ 
	22.11
	27.59
	29.57
	

	07E 010209
	1875390
	MGIT
	Kweek verontreinigd  
	-
	Undet.
	38.18
	29.94
	

	07M 009091
	9433090
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming
	Undet.
	Undet.
	30.12
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	Remming
	
	
	
	1: 10 verdunt                  

	07Z 002111
	Z1141580
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	37.04
	29.87
	

	07E 016890
	6392107
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	38.30
	Undet.
	31.38
	 

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	30.92
	Over

	07E 016899
	1684441
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.12
	

	07M 009247
	5077717
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.81
	

	07M 009429
	7256139
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.40
	30.54
	

	07M 009562
	6059210
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.42
	

	07E 002124
	1449437
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	36.41
	29.96
	

	07E 014598
	6634749
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.97
	

	07E 017734
	2629132
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	37.54
	41.36
	29.67
	Auramine: - 

	
	
	
	
	
	 Undet.
	Undet.
	29.87
	Over 

	07M 009770
	5532831
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.26
	29.90
	

	07M 009832
	6045380
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	3838
	39.02
	30.00
	Auramine: -

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	29.99
	Over 

	07Z 002282
	Z2229098
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.95
	29.47
	

	07E 018007
	2236311
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.96
	

	07E 018117
	7354897
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	35.63
	29.57
	

	07E 018291
	4478347
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	36.26
	30.50
	

	07E 018408
	7851855
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.47
	

	07E 018416
	4475575
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	32.58
	30.71
	

	07E 018440
	4905314
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	32.62
	Isolaat extra in MP

	07E 018447
	7851855
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.20
	


Vervolg Tabel 24: Resultaten klinische validatie
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster 
	Patiënt 
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	07E 018653
	9155696
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	32.44
	

	07E 018796
	7891488
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.48
	31.22
	

	07E 018899
	6023127
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming
	Undet.
	42.54
	30.72
	Remming Cobas 

	
	
	
	
	-
	
	
	
	1: 10 verdunt                  

	07E 018698
	4970603
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	33.72
	30.52
	

	07E 019021
	7990180
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.97
	

	07E 019063
	5614422
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	43.20
	30.71
	

	07E 019065
	6319687
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.18
	

	07M 010493
	5676623
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.98
	

	07Z 002384
	Z1036174
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.12
	

	07M 010463
	9966249
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.90
	

	07E 019629
	7851855
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.32
	

	07E 019718
	5141983
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	33.20
	31.08
	

	07E 019775
	5660314
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Remming Cobas  en Taqman

	
	
	
	
	-
	Undet.
	47.74
	35.18
	1: 10 verdunt / extra in MP, REMMING

	07F 003097
	1133931
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.86
	

	07M 010803
	5947766
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	31.03
	

	07Z 002537
	Z1929931
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	Undet.
	36.99
	Isolaat extra in MP, REMMING

	07E 020070
	1765852
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.51
	

	07E 020072
	2387286
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	43.38
	30.44
	

	07E 020077
	6586954
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.91
	31.01
	

	07E 020192
	1332573
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	40.39
	30.76
	

	07E 020253
	7865330
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	30.27
	30.46
	

	07E 020384
	6565086
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	38.10
	39.95
	31.01
	Auramine: -

	
	
	
	
	
	38.12
	49.97
	30.62
	Over 

	07M 011407
	4105365
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.91
	

	07M 011277
	5018986
	
	M.tuberculosis
	+ (0.526)
	36.29
	30.34
	31.04
	Auramine: +  en ZN: -

	
	
	
	
	-
	
	
	
	Cobas over

	07E 020574
	4478347
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet. 
	34.01
	31.20
	

	07E 020683
	6105231
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	39.28
	29.63
	

	07E 020737
	3440327
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	37.43
	Undet.
	29.70
	Auramine  -

	
	
	
	
	
	38.61
	X
	30.36
	Over 

	07E 020798
	2636788
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.35
	

	07E 020942
	3209811
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.40
	

	07E 021140
	1202058
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.71
	

	07M 011766
	1910672
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.19
	

	07M 011998
	7474327
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	30.63
	

	07E 020672
	1222655
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.71
	

	07E 021358
	1955448
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	Undet.
	29.54
	

	07E 021493
	1059839
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	X
	29.36
	Remming Cobas

	
	
	
	
	Remming 
	
	
	
	1: 10 verdunt

	07E 021487
	8175255
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.51
	

	07E 021791
	1763113
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.43
	

	07E 021859
	4186006
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.42
	

	07E 021920
	1684441
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	32.54
	

	07E 022182
	2143020
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.81
	

	07E 022302
	4579377
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	32.68
	

	07F 003486
	1509273
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.27
	

	07Z 002669
	Z1633490
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.48
	

	07E 022558
	8308102
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.83
	

	07E 022809
	3730045
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.23
	

	07E 022912
	2221666
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.16
	

	07M 012715
	5835984
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.97
	

	07E 023080
	5660314
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.57
	

	07E 023164
	3795880
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.06
	

	07F 001802
	1226837
	MGIT
	Mycobacterium species 
	Remming 
	Undet.
	X
	29.92
	Remming Cobas

	
	
	
	
	-
	
	
	
	1: 10 verdunt

	07E 020576
	4478347
	MGIT
	Kweek verontreinigd
	-
	Undet.
	X
	29.83
	

	07E 023407
	1031448
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.31
	

	07M 013526
	7037360
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.88
	

	07M 013646
	4174423
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	35.25
	Remming Taqman 

	
	
	
	
	
	Undet.
	
	34.76
	Isolaat extra in MP 

	07M 013694
	5439771
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.78
	

	07M 013721
	1604111
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.79
	

	07Z 002959
	Z7183687
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.87
	

	07E 023659
	4485607
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.65
	

	07E 023663
	4485607
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.82
	

	07E 023938
	4162477
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.71
	

	07E 024079
	4970603
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.49
	

	07E 024081
	4970603
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.55
	

	07E 024219
	4858546
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.25
	

	07E 024268
	1813031
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.77
	

	07E 024317
	3225288
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.99
	

	07E 024324
	7990180
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.27
	

	07E 024602
	8766989
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.82
	

	07E 024735
	2578268
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.35
	

	07E 024737
	7252036
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.10
	

	07E 024891
	1358808
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.38
	

	07M 014300
	1753231
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.15
	

	07M 014539
	4549783
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.91
	

	07E 023063
	2520584
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.01
	

	07F 003994
	9021393
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.91
	

	07E 025416
	2779084
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.27
	

	07E 025419
	2779084
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.98
	

	07E 025421
	2779084
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.20
	

	07E 025424
	2779084
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.12
	

	07E 025474
	1146315
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.94
	

	07E 025507
	5328851
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.07
	

	07E 025518
	7388920
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.80
	


Vervolg Tabel 24: Resultaten klinische validatie
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster 
	Patiënt 
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	07E 025579
	5675901
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.98
	

	07E 025653
	4755230
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.67
	

	07E 025755
	8056634
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.06
	

	07E 026006
	6600627
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.86
	

	07E 026009
	5624718
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet. 
	X
	29.56
	

	07E 026012
	5310547
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.54
	

	07M 014429
	1983593
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.72
	

	07M 014815
	1983593
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.91
	

	07M 014937
	2599648
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.71
	

	07E 026069
	3833401
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.80
	

	07E 026070
	9560646
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.80
	

	07E 026217
	2522402
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.60
	

	07E 026245
	2844464
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.92
	

	07E 026288
	2522402
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.52
	

	07M 015393
	5007541
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.66
	

	07Z 003305
	Z1270938
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	Undet.
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	
	35.97
	Isolaat extra in MP

	07E 016435
	4455115
	MGIT
	M. tuberculosis
	+
	22.19
	X
	29.50
	

	07E 026757
	4315347
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.87
	

	07E 026828
	2844464
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.50
	

	07E 027234
	4317456
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.29
	

	07E 027278
	3783142
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.58
	

	07E 027497
	5905025
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.75
	

	07E 027498
	5905025
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.57
	

	07E 027600
	2763211
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.52
	

	07E 027607
	8147491
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.49
	

	07E 027759
	8193647
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.33
	

	07E 027812
	2393039
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.42
	

	07E 027814
	8540986
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.61
	

	07E 027964
	8860456
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.08
	

	07E 028017
	5996430
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.63
	

	07E 028056
	6888038
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.04
	

	07M 016325
	9405806
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.55
	

	07M 016479
	4611097
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.68
	

	07E 028149
	5907885
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.98
	

	07E 028368
	6271954
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming
	Undet.
	X
	30.43
	Remming Cobas

	
	
	
	
	-
	
	
	
	1: 10 verdunt

	07E 028441
	9356849
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.12
	

	07M 016706
	4679040
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	32.26
	

	07M 016719
	5022050
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	32.15
	

	07M 016835
	3497070
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.29
	

	07E 028606
	5908248
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.31
	

	07E 028645
	5907841
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.62
	

	07E 028675
	5018986
	
	M.tuberculosis complex
	+
	34.06
	X
	30.22
	

	07E 028815
	1639220
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.91
	

	07M 017244
	5359689
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.40
	

	07M 017248
	5270283
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	32.15
	

	07M 017251
	7017879
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	32.99
	Remming Taqman, niet over

	07E 029119
	3965320
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming 
	Undet.
	X
	Undet.
	Remming Cobas  en Taqman

	
	
	
	
	-
	Undet.
	
	Undet.
	1: 10 verdunt / extra in MP

	07E 029132
	5908248
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.45
	

	07E 029154
	7183770
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.81
	

	07E 029459
	4723977
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming
	Undet.
	X
	29.67
	Remming Cobas

	
	
	
	
	-
	
	
	
	1: 10 verdunt

	07F 004668
	7089657
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.87
	

	07F 004702
	9319761
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.75
	

	07M 017444
	6937872
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.89
	

	07M 017520
	6273454
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.90
	

	07E 015416
	5433846
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.55
	

	07E 027135
	6114416
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.71
	

	07E 029585
	7247548
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	28.76
	

	07E 029620
	7859126
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.87
	

	07E 029748
	1731576
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.29
	

	07E 030329
	3196330
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.48
	

	07E 030337
	6989202
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.03
	

	07E 030358
	7968777
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.92
	

	07E 030538
	1702371
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.04
	

	07E 030541
	1467634
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	44.36
	Remming Taqman

	
	
	
	
	
	Undet.
	X
	35.35
	Extra in mp

	07E 030585
	1199726
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.02
	

	07E 031251
	5907841
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.97
	

	07M 018162
	4907074
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.60
	

	07M 018338
	1742275
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.02
	

	07Z 003893
	Z1163355
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.04
	

	07E 031288
	7702207
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.99
	

	07E 031297
	7702207
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.35
	

	07E 031309
	7702207
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.18
	

	07E 031361
	3392473
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.71
	

	07E 031378
	6404394
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.76
	

	07E 031379
	7651215
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	38.59
	X
	31.26
	15/3 aur: spor dub zv puntjes, zn:neg

	
	
	
	
	
	38.65
	X
	31.20
	over

	07E 031862
	3417491
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.67
	

	07M 018430
	8626973
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.91
	

	07E 032179
	3345947
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.81
	

	07F 005062
	9137007
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.75
	

	07M 018450
	6909342
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.04
	

	07M 018565
	4733784
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.85
	

	07M 018566
	3597374
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet. 
	X
	30.40
	

	07M 018838
	4151447
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.14
	

	07E 032648
	3392473
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.82
	


Vervolg Tabel 24: Resultaten klinische validatie
	
	Bacteriologie
	Taqman (ct)
	Opmerkingen

	Monster 
	Patiënt 
	
	Kweek
	PCR TBC
	MTB-1-FAM
	Myc gen-1-FAM
	PhHV-1-VIC
	

	07E 032829
	2611543
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.13
	

	07F 005143
	2744694
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet. 
	X
	29.63
	

	07Z 004130
	Z1290390
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.66
	

	07E 033002
	1633940
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.11
	

	07E 033026
	2248554
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.65
	

	07E 033084
	4546186
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.21
	

	07E 033184
	 3392473
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.25
	

	07M 020033
	1742275
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.47
	

	07E 033187
	5912967
	
	Kweek verontreinigd
	-
	Undet.
	X
	29.91
	

	07M 011277
	5018986
	MGIT
	M. tuberculosis
	+
	19.00
	X
	29.47
	

	07E 033251
	4559258
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.74
	

	07E 033665
	9474087
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.49
	

	07E 033742
	1813031
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.47
	

	07E 033897
	3471479
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.50
	

	07E 033939
	4424711
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	32.08
	

	07E 033940
	4424711
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.10
	

	07E 034028
	4441442
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.68
	

	07E 034140
	1642102
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.69
	

	07E 034144
	1097404
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.42
	

	07E 034153
	4441442
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.81
	

	07E 034161
	2551351
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.62
	

	07E 034188
	4936613
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	28.96
	

	07E 034189
	4936613
	
	Geen M.species gekweekt
	Remming
	Undet.
	X
	29.58
	Remming cobas

	
	
	
	
	-
	
	
	
	1:10 verdunt

	07E 034254
	5241819
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.40
	

	07E 034255
	1864386
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.65
	

	07E 034283
	1064195
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	28.63
	

	07E 034383
	7606555
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.44
	

	07E 034363
	7089089
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.66
	

	07E 034622
	4441442
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.59
	

	07E 035049
	3244703
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.79
	

	07E 035058
	3474427
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.38
	

	07M 020240
	6577200
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.89
	

	07M 020245
	5980054
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.90
	

	07M 020378
	3468600
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.24
	

	07E 035246
	3050630
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.47
	

	07E 035265
	8438375
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.75
	

	07E 035309
	2329701
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.00
	

	07E 035540
	8418641
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.71
	

	07M 020605
	4151447
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.79
	

	07M 020610
	4313250
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.21
	

	07M 020612
	4313250
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.21
	

	07M 020619
	5441795
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	28.89
	

	07E 035710
	8956764
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.33
	

	07E 035709
	2763211
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.13
	

	07E 035769
	5918940
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.10
	

	07E 036031
	8418641
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.36
	

	07E 036110
	2247157
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.37
	

	07M 020924
	1604111
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.99
	

	07M 020926
	3362458
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.38
	

	07M 020990
	4900522
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.27
	

	07E 029119
	3965320
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.44
	

	07M 019985
	4167364
	MGIT
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.35
	

	07E 033187
	5912967
	MGIT
	Kweek verontreinigd
	-
	Undet.
	X
	29.45
	

	07E 036224
	3468135
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.46
	

	07E 036255
	1475378
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.33
	

	07E 036510
	7089089
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	32.46
	

	07M 021262
	4198784
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.32
	

	07M 021263
	4472376
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.51
	

	07M 021410
	4647797
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.55
	

	07E 037062
	7089089
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.08
	

	07E 037269
	5918940
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.87
	

	07E 037291
	3243328
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.36
	

	07E 037379
	3502389
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	30.20
	

	07E 037584
	2261957
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.51
	

	07F 005994
	2651304
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.85
	

	07M 021756
	5270283
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	29.58
	

	07M 021767
	1704167
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	33.43
	X
	31.05
	Auramine negatief, over 

	
	
	
	
	
	34.70
	X
	30.30
	

	07M 021890
	4900522
	
	Geen M.species gekweekt
	-
	Undet.
	X
	31.80
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Figuur 1: M. tuberculosis op Löwenstein-jensen agar





Figuur 9: Resultaten MTB-complex


+: DNA van MTB-complex aangetoond; RNB: remming nog bevestigen; R: remming











Figuur 7:	Vergelijking van verschillende master mixen       	               Figuur 8: Vergelijking van verschillende master mixen


voor  het MTB-complex PCR.  		  	                                 voor de Myc. genus PCR.








Figuur 3: M. tuberculosis zichtbaar met behulp van de Ziehl-Neelsen kleuring





Figuur 6: DNA-kit vergelijken met TNA-kit











Figuur 5: Principe van real-time pcr


1: Na denaturatie van het DNA hechten de primers en de pobe aan het DNA. De probe heeft een reporter (blauw) die licht uitzendt en een Quencher (geel), dat het uitgezonden licht van de reporter opvangt. 2: Met behulp van Het Taq polymerase vindt amplificatie plaats. 3: De probe wordt afgebroken, waardoor de reporter en de quencher van elkaar verwijderd worden. Hierdoor kan de quencher het licht niet meer opvangen van de reporter. Het licht kan worden gemeten door het apparaat, en wordt zichtbaar gemaakt in een graffiek met aantal cycli. Wanneer het signaal door de treshold komt wordt deze als positief beschouwd. Deze waarde wordt de cycle of treshold (ct)-waarde genoemd.








Figuur 2: Pathogenese van TBC





Figuur 10: Resultaten Myc. genus


+: DNA van Mycobacteriën aangetoond (ct <35);   -: geen DNA  van Mycobacteriën aangetoond.
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