
Optimalisatie van de workflow voor 

VRE screening in het routinelaboratorium

Annelies Louwagie

Supervisor: Dr. Michael Boudewijns



• MDRO: belangrijk wereldwijd probleem

• Op zoek naar een optimale screeningsmethode voor VRE

Klinisch/diagnostisch scenario



• Grampositieve kokken (diplokokken)

• Alomtegenwoordig

• Commensalen GI-tractus

• E. faecalis > E. faecium meest frequent geïsoleerd

• 12 % nosocomiale infecties

• urineweginfecties

• bacteriemie

• endocarditis

• wondinfecties

• abdominale infecties

• katheterinfecties

• Resistente bacteriën

Inleiding: Enterokokken

+ linezolid

+ daptomycine

Cetinkaya et al. Clin Microbiol Rev. 2000



• Subpopulatie E. faecium stammen

• Ampicilline R, fluoroquinolonen R  clonaal complex CC17   ‘epidemic potential’

• Massale verspreiding in ziekenhuizen wereldwijd

Inleiding: E. faecium als ziekenhuispathogeen!

Cattoir V., Leclercq R. J Antimicriob Chemother. 2013

Bonten, J.M., Willems R.J. ntvg. 2012

Deshpande L.M., Diagn Microbiol Infect Dis. 2007



I) Inleiding: CC 17

Data van NRC voor Enterokokken, UZA Antwerpen



• Succes van de bacterie?

• AB  resistentie

• aanhechtingsvermogen aan gastheermoleculen

• biofilm vorming

• kolonisatie darm

• Transmissie

• omgeving dragers

• ‘high touch oppervlakken’

• overleving enterokokken: 5 dagen- 4 maanden

• Risicofactoren

• AB: cefalosporines, anti-anaerobe AB, vancomycine

• dialysepopulatie !!!

Inleiding: CC17, ziekenhuisbacterie E. faecium

Cattoir V., Leclercq R. J Antimicriob Chemother. 2013

Bonten, J.M., Willems R.J. ntvg. 2012

Kramcer A. et al. BMC infect Dis. 2006

Arias CA, Murray BE. Nat Rev Microbiol. 2012



1) Wat zeggen epidemiologische gegevens over VRE ?

• Europese gegevens

• België: NRC 

2) Wat is in de literatuur beschreven over screeningsmethoden naar VRE 

dragerschap?

3) Praktisch luik: validatie screeningsmethode AZ Groeninge

Vraagstelling



I) Epidemiologie: Europa

www.ecdc.europa.eu

EARSnet 2009 EARSnet 2014
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I) Epidemiologie: 

VRE: wereldwijd probleem

Cattoir V., Leclercq R. J Antimicriob Chemother. 2013



I) Epidemiologie: België

Jaar 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Aantal ontvangen stammen 32 27 81 131 178 300 578

E. faecium 18 19 47 104 95 215 447

E. faecalis 12 3 18 15 67 68 111

E. casseflavius/gallinarum 2 1 13 9 12 12 14

other Enteroccci 0 0 1 1 4 3 4

Nr of VRE (%) 18 (56,3) 21 (77,8) 61 (75,3) 103 (77,4) 85 (47,8) 198 (65,8) 444 (76,1)

vanA (%) 5 (27,8) 8 (38,1) 24 (39,3) 84 (81,6) 61 (71,8) 163 (82,3) 402 (90,5)

vanB (%) 11 (61,1) 12 (57,1) 24 (39,3) 11 (10,7) 12 (14,1) 20 (10,1) 24 (5,4)

vanC (%) 2 (11,1) 1 (4,8) 13 (21,3) 8 (7,7) 12 (14,1) 10 (5,1) 13 (2,9)

other (vanAB, vanBC,

vanAC, vanD) (%)
0 0 0 0 0 3 (1,5) 5 (1,1)

Number of outbreaks 1 1 3 4 1 10 22

Data van NRC voor Enterokokken, UZA Antwerpen
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1)Toenemend aantal stammen worden 

verzonden naar NRC

2) Geen verplichting

3) Moeilijk conclusie uit te trekken



I) Epidemiologie: België
2013

2015



2) Glycopeptide resistentie: Types

• 9 Resistente fenotypes

– vanA/vanB: bedreiging !

Manual of Clinical Microbiology. 11th Ed. 2015.

Courvalin P. Clin Infect Dis. 2006



• MIC bepaling

• Disk diffusie

• Breakpoint agar

3) Detectiemethoden

EUCAST CLSI

MIC breekpunt

(mg/L)

Disk lading Zone diameter

breekpunt (mm)

MIC breekpunt

(mg/L)

Disk lading Zone diameter

breekpunt (mm)

S R S R< S I R S I R

Vancomycine ≤4 >4 5 ≥12 <12 ≤4 8-16 ≥32 30 µg ≥17 15-16 ≤14

Teicoplanine ≤2 >2 30 ≥16 <16 ≤8 16 ≥32 30 µg ≥14 11-13 ≤10

Fig1

Fig 2



• MIC bepaling

• Disk diffusie

• Breakpoint agar

3) Detectiemethoden



• MIC bepaling

• Disk diffusie

• Breakpoint agar

3) Detectiemethoden

BHI met 6 µg/ml vancomycine

10 µl 0.5 McF suspensie

Incubatie 24h bij 35°C

>1 kolonie = positief



Screening naar VRE: algemeen

• Staaltype

– Enterokokken: commensale flora darm 

• rectale wissers, stoelgangsstalen

– NVMM: rectale wissers

• Vals negatieve resultaten? Katoenen wissers !

• Huidige wissers: ‘Flocked’ 

– CDC: rectale, perirectale wissers en stoelgang

– Clinical Microbiology Procedures Handbook: stoelgang > wisser

• Wisser: 1-2 cm in rectaal kanaal: invasief, onaangenaam

• Wisser: doordrenkt met stoelgang? Opbrengst ?

3) Screeningsmethoden



Screening naar VRE: algemeen

• Sensitiviteit van de methode

– staaltype

– VRE stoelgangsdensiteit

– vancomycine concentratie in screening media

– vancomcyine MIC waarde isolaat  moeilijk(ere) detectie vanB

• Staaltransport

– NVMM-richtlijn: Amies (eSwab), Stuart

– 4-8°C indien niet onmiddellijk verwerkt

• Weigeren van stalen

– rectale wissers zonder visuele aanwezigheid van stoelgang

3) Screeningsmethoden



Screening naar VRE: beschikbare media

3) Screeningsmethoden

Chapter 23 Enterococcus. Manual of Clinical Microbiology. 11th Ed. 2015



Screening naar VRE: beschikbare media

3) Screeningsmethoden



Screening naar VRE: beschikbare media  performantie?

• Enkele studies voorhanden

– Suggereren: 

• chromogene media > BEAv, Campylobacter agar

• incubatie 48u: sensitiviteit ↑ (maar specificiteit ↓)

• aanrijking: sensitiviteit ↑

– Chromogene bodems onderling gelijkaardig performantie

– Kunnen niet zomaar vergeleken worden:

• definitie VRE?

• verschillend protocol/gouden standaard

• staaltype 

• inclusiecriteria studiepopulatie

• verschillende epidemiologie (vanA/vanB)

3) Screeningsmethoden



Screening naar VRE:  aanrijkingsmedia 

• NVMM

• Aan te raden

• Geen definitieve aanbeveling over samenstelling

• Aanpassing i.f.v. lokale epidemiologie

 vanB VRE: geen vancomycine 

BEA met vancomycine (6µg/l), eventueel amoxicilline (16 µg/ml)

• Literatuur: hogere sensitiviteit, minimaal verlies selectiviteit

3) Screeningsmethoden

Medium Antibiotica

Gal esculine azide Vancomycine 4, 6 of 8 µg/ml

Brain Heart Infusion (BHI) /

Brain Heart Infusion (BHI) Vancomycine 3, 6 of 30 µg/ml

Medium met gal Vancomycine 3 µg/ml, colistine 5 µg/ml, 

amfotericine B 50 µg/ml



1) Chromogene cultuurmedia

2) Campylobacter agar

• Principe:  

enzymsubstraten in de bodem  hydrolyse door bepaalde bacterie  kleur

• Voordelen: 

– Tijd en reagentia besparend (geen bijkomende testen)

– Verhoogde sensitiviteit (mengflora)

– Verhoogde selectiviteit (↓ groei commensale flora)

• 3 bodems

– ChromID™VRE (bioMérieux)

– Brilliance™VRE (Oxoid)

– VRESelect™ (Bio-Rad)

4) Validatie screeningsmethode 



1) Chromogene cultuurmedia

2) Campylobacter agar

4) Validatie screeningsmethode 

ChromID™VRE (bioMérieux) Brilliance™VRE (Oxoid) VRE™Select (Bio-Rad)



1) Chromogene cultuurmedia

2) Campylobacter agar

4) Validatie screeningsmethode 

Campylosel (bioMérieux) 10 µg/ml vancomycine

• reeds gebruikt in de routine (C. jejuni / C. coli)

• inhibeert fecale flora

• vancomycine (10 µg/ml), amfotericine B (3 

µg/ml), cefoperazone (32 µg/ml)

• Goede inhibitie VanC

↓ detectie VanB? 

• Studies: Lactobacillus spp. 10% vals positieven

Kwadrant linksboven: groei van VR  E. faecium ATCC® 70022 (vanA) na 48u incubatie



1) Selectiviteit

2) Vergelijkingsstudie

 Spiking experiment

 Prospectieve klinische vergelijkingsstudie

3) Houdbaarheidsstudie

4) Reproduceerbaarheid

4) Validatie screeningsmethode 
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4) Validatie screeningsmethode 

• Target opgespoord?

• Andere geremd?



4) Validatie screeningsmethode 

Na 

aanrijking

Geen 

aanrijking



1) Selectiviteit

2) Vergelijkingsstudie

 Spiking experiment

 Prospectieve klinische vergelijkingsstudie

3) Houdbaarheidsstudie

4) Reproduceerbaarheid

5) Performantie MALDI-TOF MS

4) Validatie screeningsmethode 



4) Validatie screeningsmethode 

103-104 CFU/ml



4) Validatie screeningsmethode 

Na 

aanrijking

Geen 

aanrijking



4) Validatie screeningsmethode 

Geen aanrijking 48u Na aanrijking



1) Selectiviteit

2) Vergelijkingsstudie

 Spiking experiment

 Prospectieve klinische vergelijkingsstudie

3) Houdbaarheidsstudie

4) Reproduceerbaarheid

5) Performantie MALDI-TOF MS

4) Validatie screeningsmethode 



Dag 1

Stoelgang/ Rectale wisser

Amies (eSwab)

Chromogeen medium enten                 Aanrijkingsmedium enten 

- 35±2°C, 24u                                + Vancomycine 2x 5µg                               

- Gewone atmosfeer                    - 35±2°C, 18-24u

- Gewone atmosfeer

Dag 2

Aflezen

Enten

VRE positief VRE negatief

Herincubeer ged. 24u Rapporteer mogelijks VRE

Reincultuur op niet-selectieve bodem

Herincubeer ged. 24u

Vortexen

Chromogeen medium enten (10µl)

Dag 3 

• Gevoeligheidsbepaling

VITEK 2, E-test

• PCR van genen

Confirmeren

Wai-Sing et al. J Antimicriob Chemother. 2015



4) Validatie screeningsmethode 

n = 40



4) Validatie screeningsmethode 

n = 40
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4) Validatie screeningsmethode 
Pediococcus (PEPE)



4) Validatie screeningsmethode 

n = 22



4) Validatie screeningsmethode 

n = 22
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4) Validatie screeningsmethode 

Conclusie

• Geen detectie VRE

• Geen gouden standaard

‘gouden standaard’ = groei op 1 van de 3 media

• Enkel info over selectiviteit

• Info over gemakkelijkheid om bodem af te lezen (kleine 

verschillen)



1) Selectiviteit

2) Vergelijkingsstudie

 Spiking experiment

 Prospectieve klinische vergelijkingsstudie

3) Houdbaarheidsstudie  OK

4) Reproduceerbaarheid  OK

4) Validatie screeningsmethode 



1) vanA/vanB belangrijk

2) Stoelgang/wisser in transportmedium = OK !

3) Aanrijkingsmedium

1) In house: aan te passen

2) Geen negatieve interferentie

4) Chromogene bodems: gelijkaardige performantie

o Meerwaarde tov Gal-esculine, Campylobacter agar

5) Finale keuze obv andere factoren bv. kostprijs

Take home messages:



1) Evaluatie kosten

2) Implementatie chromogene bodem in de routine

3) Evaluatie meerwaarde directe genotypische detectie 

o Problemen met vanB

o Niet beschikbaar tijdens weekend

To do/Actions



Bedankt voor de aandacht

Zijn er vragen?


