Screening for beerertilstand af

Vancomycin Resistente Enterokokker (VRE)

Anbefalinger

Screening for Vancomycin Resistente Enterokokker (VRE) udfares pa rektalpodning eller
feecesprgve. Hvis patienten har stomi, tages podning derfra.

For at opna den hgijeste sensitivitet ved dyrkningsbaseret screening anbefales opformering i en
selektiv VRE opformeringsbouillon natten over efterfulgt af udsaning pa selektiv kromogen plade
eller anden selektiv vancomycin-holdig plade. Fund af VRE bekraeftes med resistensbestemmelse
for vancomycin og evt. teicoplanin og PCR for glycopeptidresistensgener (van).

Direkte undersggelse for vanA og vanB gen ved genotypiske metoder pa prgvemateriale (evt. efter
opformering) kan bruges til hurtig diagnostik. Pavisning af vanA genet har en meget hgjere positiv
praediktiv vaerdi end pavisning af vanB genet, hvorfor det anbefales at tilstedeveerelse af vanB VRE
altid konfirmeres ved dyrkning.

Vancomycin variable enterokokker (VVE) baerer vanA gen komplekset, men er feenotypisk
vancomycin falsomme. VVE incidensen er stigende i Danmark, og baerertilstand med VVE kan kun
detekteres med molekylaerbiologiske metoder.

Baggrund

Enterococcus faecium og Enterococcus faecalis er arsag til de fleste kliniske enterokok infektioner.
Erhvervet resistens mod vancomycin og andre glycopeptidantibiotika ses i stigende grad i E.
faecium og E. faecalis. Vancomycin resistensgener (van) medfarer eendringer i cellevaegsforstadier
som nedseetter bindingsevnen for glykopeptider. Der findes flere vancomycin resistensgener, men
vanA og vanB er de hyppigst forekommende og begge er overfgrbare. E. gallinarum og E.
casseliflavus derimod, er naturligt vancomycin resistente, og baerer det kromosomale vanC gen,
men udger sjeeldent et infektionshygiejnemeaessigt problem.

VanA VRE er vancomycin resistente (MIC >64 mg/L) og teicoplanin resistente (MIC >16 mg/L),
mens vanB VRE er vancomycin resistente (variabel MIC, 4 - 32 mg/L), men teicoplanin falsomme
(MIC <2 mg/L)(1). VanB VRE med vancomycin MIC som er lavere end de kliniske brydepunkter
(sakaldte low-MIC VRE) forekommer (2).

Enterokokker er en del af tarmfloraen, og rektalpodning eller faecesprgve anbefales derfor som
screening for VRE beerertilstand. VRE beerertilstand er ofte langvarig, dvs. flere maneder (3). Der
findes ingen behandling for VRE beerertilstand.

Ved hospitalsudbrud er det vist, at fund af VRE i kliniske isolater kun identificerer en lille del af de
VRE positive patienter. Ved screening findes mindst 10 gange flere VRE positive patienter (4;5).

Mens vanA gen komplekset kun er beskrevet i enterokokker, kan vanB ogsa beeres af anaerobe
bakterier (6;7). Derfor er den positive praediktive vaerdi af vanB pavist direkte pa faekalt
pregvemateriale meget lav (8).

Enterokokker som beerer et ikke-funktionalt vanA gen kompleks er faenotypisk vancomycin
falsomme. Disse sdkaldte vancomycin variable enterokokker (VVE) er de seneste ar beskrevet i
flere forskellige lande, bl.a. Danmark (9;10) og mange forskellige tilgrundliggende molekylaere




mekanismer er beskrevet. Detektionen af VVE er klinisk relevant, da reversion til en vancomycin
resistant feenotype er beskrevet bade in vitro og in vivo efter eksposition for vancomycin (10-13).
Beerertilstand med VVE kan kun diagnosticeres med molekylaerbiologiske metoder, dvs. PCR for
vanA genet direkte pa pravemateriale eller efter uselektiv opformering. Fremdyrkning af VVE er
laboratoriemaessigt arbejdskraevende og bygger pa uselektiv dyrkning og molekylaerbiologisk
undersggelse af vancomycin falsomme enterokokker for vanA.

Prgvetagning og transport

Der tages rektal podning (kulpodepind i Stuarts transportmedium eller flocked swab i tilhgrende, fx
Amies, transport medium). Ved stomi podes fra stomi. Alternativt kan podepind dyppes i
feecesprove.

Dyrkningsbaseret screening

Opformering natten over (18 timer) i veekstmedie suppleret med vancomycin gger sensitiviteten af
undersggelsen (14). Der anbefales vancomycin koncentration pa 4 mg/L for at sikre vaekst af vanB
positive stammer med lavt vancomycin MIC. Samtidig tilseetning af aztreonam (fx 60 mg/L)
haemmer veekst af gram negative stave.

Flere studier af kromogene plader viser hgj specificitet og sensitivitet (14-16), men vanB positive
stammer med lav vancomycin MIC kan blive heemmet (17). Som alternativ til kromogen plade kan
anden vancomycin-holdig agarplade anvendes eller agarplade med vancomycin disk.

Veekst af VRE-lignende kolonier pa kromogen eller anden selektiv plade konfirmeres med
speciesidentifikation, og resistensbestemmelse for vancomycin og eventuelt ogsa teicoplanin.
Pavisning af resistensgener med PCR kan udfares lokalt eller pa referencelaboratorium.

Selektiv dyrkning for VRE

1. Opformering i opformeringsbouillon:

Der kan fx bruges BHI med Vancomycin 4 mg/l og 60 mg/l Aztreonam. Har laboratoriet ikke et
specifikt opformeringsmedie pa lager kan fx en oksebouillon eller serumbouillon hvor man tilsaetter
vancomycin i form af disk til den gnskede koncentration anvendes.

Ved brug af kulpodepinde overfgres denne i opformeringsbouillonen og bliver medinkuberet.
Flocked swab rystes nogle gange i opformeringsbouillonen og seettes tilbage i transportmediet,
alternativt tages 100ul af det flydende transportmedie. Inkuberes ved 35° C atm natten over (18
timer).

2. Udsaning fra opformeringsbouillon:
Udsaning pa kromogen VRE plade eller anden vancomycin-holdig selektiv plade.

Efter grundig omrystning tages 100pl af opformeringsbouillonen og seettes pa den selektive agar
og spredes med en steril podendl. Inkuberes ved 35° C atm og afleeses efter 1. og 2. dagn.

3. Aflaesning:

Ved veekst af VRE-lignende kolonier udfgres species identifikation (fx med MALDI-TOF). Ved
farstegangsfund af VRE bekreaeftes resultatet med resistensbestemmelse for vancomycin og
eventuelt teicoplanin og resistensgen pavises med specifik PCR.

Dyrkning mhp. VVE
Hvis man gnsker at undersgge vanA-positive prgver, hvor der ved selektiv dyrkning ikke er fundet
VRE, for VVE kan efterfglgende metode bruges:



Erfaringer har vist, at opformering i medier som fremmer vaekst af enterokokker gagr det nemmere
at isolere forskellige enterokok-isolater efterfglgende. Der kan fx bruges TSB opformeringsbouillon
indeholdende 2,5 % NacCl, 3,5 mg/L cefoxitin og 20 mg/L aztreonam (se DANRES-M
metodedokument "Screening for MRSA baerertilstand”). Alternativt kan der fx bruges
Enterococcosel Broth™ (Becton Dickinson) tilsat ampicillin 4 mg/L.

For tilseetning af pravemateriale til opformeringsmediet og udsaning fra opformeringsmediet pa
plade (der bruges fx 5% blodplade, evtl. med ampicillin disk) bruges samme masngder og metoder
som ovenfor beskrevet for selektiv dyrkning for VRE.

Fra den uselektive plade laves efter overnat inkubation isoleringer fra mindst 3 forskellige
enterokok-lignende enkeltkolonier (hvis der er forskellige kolonimorfologier, veelges mindst én af
hver). Pa renkultur af disse isoleringer laves PCR for vanA. Hvis vanA genet detekteres, udfares
fra pageeldende isolat resistensbestemmelse for vancomycin og evt. teicoplanin.

Hvis det ikke lykkes at detektere VVE, kan man kgre PCR for vanA pa et skrab fra den uselektive
udsaning for at vurdere, om der skal laves flere forsgg med enkeltkolonier.

Genotypiske metoder

Genotypiske metoder bygger pa direkte pavisning af resistensgenerne vanA og vanB. Der findes
flere kommercielle assays eller in-house metoder. For forskellige assays og i forskellige settings er
der beskrevet sensitivitet pa 60-95% (18-21). Opformering natten over inden molekyleerbiologisk
analyse kan bruges til at gge sensitiviteten (8;22).



https://dskm.dk/onewebmedia/MRSA_screenings_dokument_info%20til%2018.03.14.pdf
https://dskm.dk/onewebmedia/MRSA_screenings_dokument_info%20til%2018.03.14.pdf
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