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1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
 

ace- collagen adhesine gene (kollagén-kötő gén) 

agg- aggregation substance gene (aggregációs protein gén) 

ATCC- American Type Culture Collection (amerikai törzstípus gyűjtemény) 

bp- bázispár 

CDC- Centers for Disease Control and Prevention (Betegségmegelőzési és Járványvédelmi 

Központ) 

CSF- cerebrospinal fluid (cerebrospinális folyadék) 

CFU- colony forming unit (telepképző egység) 

ddl- D-alanin-D-alanin ligáz 

DNS- dezoxiribonukleinsav 

ECDC- European Centre for Disease Prevention and Control (Európai Betegségmegelőzési és 

Járványvédelmi Központ) 

esp- enterococcal surface protein gene (enterococcus felszíni fehérje gén) 

EUCAST- European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Antimikrobiális 

Rezisztencia Vizsgálatok Európai Bizottsága) 

LAP- leucin-aminopeptidáz  

MALDI-TOF MS- Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass 

Spectrometry (Mátrix által segített lézer deszorpción és ionizáción alapuló-repülési idő 

tömegspektrometria)  

MIC- minimal inhibitory concentration (minimális gátló koncentráció)  

MLST- Multilocus sequence typing (multilókusz szekvencia tipizálás) 

MRSA- methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus 
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OD- optikai denzitás 

PBP-penicillin binding protein (penicillinkötő fehérje)  

PCR- polimerase chain reaction (polimeráz láncreakció) 

PFGE- Pulsed-field Gel Electrophoresis (pulzáló erőterű gélelektroforézis) 

PYR- pirrolidonil-arilamidáz  

rRNS- riboszomális ribonukleinsav 

VRE- vancomycin-rezisztens Enterococcus  

VREfm- vancomycin rezisztens Enterococcus faecium 
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2. BEVEZETÉS 
 

Az antibiotikumokat először az 1940-es években kezdték a különféle fertőzések 

kezelésére alkalmazni. Azóta milliók életét mentették meg és a modern orvostudomány által 

használt leggyakoribb terápiás szerek lettek. Az elmúlt 70 évben azonban a baktériumok 

megmutatták azon tulajdonságukat, hogy képesek ellenállni akár már minden kifejlesztett 

antimikróbás szerrel szemben. Napjaink egyik legsúlyosabb közegészségügyi problémája a 

különböző antibiotikumokkal szemben rezisztens törzsek által okozott infekciók egyre gyakoribb 

előfordulása. A CDC (Betegségmegelőzési és Járványvédelmi Központ) becslése szerint az 

Egyesült Államokban évente több mint kétmillió ember betegszik meg valamilyen rezisztens 

törzs miatt, melyet sajnos körülbelül 23 ezren nem is élnek túl (CDC, 2013). A súlyos, 

nozokomiális fertőzéseket okozó kórokozók között egyre nagyobb arányban jelennek meg az 

egyszerre több antibiotikumnak is ellenálló úgynevezett multirezisztens törzsek.  

A normál bélflóra részét képező enterococcusok számos betegséget okozhatnak, 

különösen véráram fertőzéseket, sebfertőzéseket, valamint húgyúti infekciókat. Klinikai 

szempontból releváns fajok az Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus 

gallinarum, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus avium, Enterococcus durans, 

Enterococcus raffinosus, Enterococcus pseudoavium, Enterococcus hirae. Az enterococcusok 

közül a vancomycinnel szemben rezisztenciát mutató törzsek (VRE) a terápiás lehetőségek 

szűkössége miatt a legveszélyesebbek, az enterococcusok által okozott nozokomiális fertőzések 

kb. 30%-áért tehetők felelőssé. A CDC adatai alapján a VRE fertőzések 77%-át E. faecium, 9%-

át pedig E. faecalis okozza (CDC, 2013). A VRE faecium (VREfm) növekvő előfordulása 

hazánkban is aggodalomra ad okot. Az ECDC (Európai Betegségmegelőzési és Járványvédelmi 

Központ) legfrissebb statisztikája alapján, Magyarországon 2011 óta figyelhető meg a VREfm 

törzsek folyamatos előretörése: 0,8%-ról - 39,5%-ra nőtt az arányuk invazív mintákból származó 

izolátumok körében 2011-2018 között (ECDC, 2018).  

Ebben a helyzetben egyre fontosabb szerepet tölt be a rezisztens baktériumok 

megfigyelése/ellenőrzése. A törzsek előfordulásának felmérése, a lehetséges rezervoárok 

felkutatása és a folyamatos monitorozás elengedhetetlen a megfelelő empírikus antibiotikum 

terápia kiválasztásához. Munkámmal ehhez a területhez szerettem volna hozzájárulni az Orvosi 
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Mikrobiológiai Intézet Bakteriológiai Diagnosztikai Laboratóriumában a vancomycin-rezisztens 

enterococcusok vizsgálatával. Molekuláris biológiai és epidemiológiai módszerek segítségével 

kívántuk felmérni a VRE jelenlegi előfordulását a klinikai mintákból, meghatározni a törzsek 

rezisztenciáját, virulenciáját valamint rokonsági kapcsolatukat. A megnövekedett számú 

fertőzések egyik lehetséges okaként feltételeztük a VRE törzsek székletben történő hordozását, 

ezért vizsgálatainkat széklet mintákból is elvégeztük, illetve meghatároztuk a hordozást elősegítő 

rizikó tényezőket. 
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3. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

3.1. Az Enterococcus genus 

Az enterococcus első említése 1899-ben a Thiercelin által írt publikációban jelent meg, 

aki egy új Gram-pozitív coccusként írta le (Thiercelin, 1899). 1906-ban azonban Andrew-es és 

Horder Thiercelin „enterococcusát” átnevezték Streptococcus faecalis-nak, azon képessége 

alapján, hogy rövid vagy hosszú láncok kialakítására képes (Andrews és Horder, 1906). Az 

enterococcusok története nem választható el a Streptococcus nemzetségtől. Az ezt követő három 

évtizedben elkezdődött ezeknek az ember beleiből származó Gram-pozitív baktériumoknak az 

intenzív tanulmányozása.  Összefüggésbe hozták endocarditissel, seb és húgyúti fertőzésekkel, 

újszülöttkori szepszissel, illetve ételmérgezéssel is. A különböző szerzők egyre gyakrabban 

kezdték használni a Streptococcus faecalis nevet (Murray, 1990). 

A streptococcusok (és enterococcusok) azonosítása és csoportosítása a Lancefield által 

1933-ban bevezetett szerológiai csoportosításon alapul. Ebben a rendszerezésben a törzseket a 

sejtfalukban található C-poliszacharid alapján A-tól W-ig jelölve különböző szerocsoportokba 

soroljuk. Azok a törzsek, melyek nem rendelkeznek C-poliszachariddal, ebbe a csoportosításba 

nem vonhatóak be. A Lancefield D-antigén teichosavat tartalmaz, mely az enterococcusokat 

jellemzi, ez alapján a törzseket D-csoportú streptococcusként jelölték (Lancefield, 1933). 1970-

ben Kalina egy új nemzetséget javasolt Enterococcus névvel, mely magába foglalta a 

Streptococcus faecalis és Streptococcus faecium fajokat. A nemzetséget azonban addig nem 

fogadták el, amíg a genetikai bizonyítékok teljes mértékben meg nem különböztették az 

enterococcusokat a streptococcusoktól (Schliefer és Killper-Baltz, 1984). Jelenleg a DNS-DNS, a 

DNS-rRNS hibridizáció (Garvie és Farrow, 1981; Kilpper-Balz és Schleifer, 1981, 1984; 

Kilpper-Balz és mtsai. 1982; Schleifer és Kilpper-Balz, 1984; Schleifer és mtsai. 1985) és a 16S 

rRNS szekvenálási (Ludwig és mtsai, 1985) vizsgálatok alapján az Enterococcus nemzetségbe 55 

különböző faj és 2 alfaj sorolható (1. Táblázat). 
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1. Táblázat: Enterococcus nemzetségbe tartozó fajok; bactero.net 

Faj Leírás éve Referencia 

Enterococcus faecalis  1984 Schliefer és Killper-Baltz 1984 

E. faecium 1984 Schliefer és Killper-Baltz 1984 

E. avium 1984 Collins és mtsai. 1984 

E. casseliflavus 1984 Collins és mtsai. 1984 

E. durans  1984 Collins és mtsai. 1984 

E. gallinarium 1984 Collins és mtsai. 1984 

E. malodoratus 1984 Collins és mtsai. 1984 

E. hirae 1985 Farrow és Collins 1985  

E. mundtii 1986 Collins és mtsai. 1986 

E. raffinosus 1989 Collins mtsai. 1989 

E. pseudoavium 1989 Collins mtsai 1989 

E. cecorum  1989 William mtsai.s 1989 

E. solitarius  1989 Collins mtsai. 1989 

E. saccharolyticus 1990 Rodrigues és Collins 1990 

E. dispar 1991 Collins mtsai. 1991 

E. sulfureus  1991 Martinez-Murcia és Collins 1991 

E. seriolicida 1991 Kusuda és mtsai. 1991 

E. flavescens 1992 Pompeiés mtsai.1992 

E. columbae 1993 Devriese és mtsai.1993 

E. asini  1998 de Vaux és mtsai.1998 

E. ratti  2001 Teixeira és mtsai. 2001 

E. villorum 2001 Vancanneyt és mtsai. 2001 

E. porcinus 2001 Teixeira és mtsai. 2001 

E. moraviensis 2001 Svec és mtsai. 2001 

E. haemoperoxidus 2001 Svec és mtsai. 2001 

E. pallens  2002 Tyrrell és mtsai. 2002 

E. gilvus 2002 Tyrrell és mtsai.  2002 

E. phoeniculicola  2003 Law-Brown és Meyers 2003  

E. canis  2003 De Graef és mtsai. 2003 

E. saccharominimus  2004 Vancanneyt és mtsai. 2004 

E. hermanniensis  2004 Koort és mtsai. 2004 
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E. italicus  2004 Fortina és mtsai. 2004 

E. canintestini  2005 Naser és mtsai. 2005 

E. aquimarinus  2005 Švec és mtsai. 2005 

E. devriesei  2005 Švec és mtsai. 2005 

E. caccae  2006 Carvalho és mtsai. 2006 

E. termitis  2006 Švec és mtsai. 2006 

E. silesiacus  2006 Švec és mtsai.  2006 

E. camelliae  2007 Sukontasing és mtsai. 2007 

E. thailandicus  2008 Tanasupawat és mtsai. 2008 

E. viikkiensis  2011 Rahkila és mtsai. 2011 

E. plantarum  2012 Švec és mtsai. 2012 

E. quebecensis 2012 Sistek és mtsai. 2012 

E. rivorum  2012 Niemi és mtsai. 2012 

E. lactis  2012 Morandi és mtsai. 2012 

E. ureasiticus  2012 Sistek és mtsai. 2012 

E. alcedinis  2013 Frolkov és mtsai. 2013 

E. rotai  2013 Sedláček és mtsai. 2013 

E. saccharolyticus subsp. 

saccharolyticus 

2013 Chen és mtsai. 2013 

E. saccharolyticus subsp. 

taiwanensis 

2013 Chen és mtsai. 2013 

E. diestrammenae  2013 Kim és mtsai. 2013 

E. ureilyticus  2013 Sedláček és mtsai. 2013 

E. olivae  2014 Lucena-Padrós és mtsai. 2014 

E. xiangfangensis 2014 Li és mtsai. 2014 

E. bulliens  2016 Kadri és mtsai. 2016 

E. saigonensis  2016 Harada és mtsai. 2016 

E. crotali 2017 McLaughlin és mtsai. 2017 

 

3.2. Az enterococcusok jellemzői 

Az enterococcusok kataláz negatívak, azonban esetenként az úgynevezett pszeudokataláz 

termelés következtében gyengén pozitív kataláz reakciót adhatnak. Egyesével, párokban vagy 
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rövid láncot formálva fordulhatnak elő. Az optimális növekedési hőmérsékletük 35ºC, azonban a 

legtöbb törzs 10 ºC - 45ºC-on is képes szaporodni. Fakultatív anaerobok, valamint ellenállnak a 

magas sótartalomnak és pH-nak; így 6,5% -os NaCl jelenlétében 9,6-os pH-n szaporodnak. Az 

eszkulint képesek hidrolizálni, 40% epe és Na-azid jelenlétében is növekednek. A legtöbb faj jól 

szaporodik lemezagaron, azonban izolálásukra inkább véres agart használunk. 1-2 mm nagyságú 

szürkés-fehér, csillogó telepeket képeznek. Néhány faj β-hemolízist mutat.  Az E. casseliflavus, 

E. mundtii és az E. sulfureus sárga pigment termelésére képes, melyet akkor észlelhetünk, ha a 

tenyészetet kaccsal vagy vattatamponnal megérintjük. Szelektív táptalajuk az epe-eszkulin-azid 

táptalaj, melyen az eszkulin hidrolízise következtében fekete színű telepeket képeznek. A legtöbb 

faj pirrolidonil-arilamidázt (PYR) termel, valamint az összes képes leucin-aminopeptidáz (LAP) 

előállítására. Egyes fajok pl. az E. gallinarum és az E. casseliflavus mozgékonyak (Teixeira és 

Facklam, 2003; Facklam és mtsai. 2002). 

A fajok mannit- szorbóz, valamint arginin hidrolízis alapján 5 csoportba oszthatók 

(Facklam és mtsai. 2002): 

Az I. csoportba tartozó E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E. 

saccharolyticus, E. pallens és E. gilvus savat képeznek mannitból és szorbózból, de nem 

hidrolizálják az arginint.  

A II. csoportba tartozik az E. faecalis, az E. faecium, az E. casseliflavus, az E. mundtii és az E. 

gallinarum. Ez az öt faj savat képez a mannitból és bontja az arginint, de nem hidrolizálja a 

szorbózt.  

A III. csoportba tartozik az E. durans, az E. porcinus, az E. ratti, az E. hirae, az E. dispar, és az 

E. faecalis és az E. faecium mannit-negatív variánsai.  

A IV. csoportba tartoznak azok az enterococcusok melyek nem képeznek savat mannitból vagy 

szorbózból és nem hidrolizálják az arginint. Ezek az E. asini, E. sulfureus és E. cecorum.  

Végül az V. csoport az E. casseliflavus, E. gallinarum és E. faecalis törzseiből áll, amelyek nem 

hidrolizálják az arginint. 

Ezt a csoportosítást a nemrégiben azonosított Enterococcus fajokra is kiterjesztették. 

Fontos azonban megjegyezni, hogy ezt a fenotípusos osztályozást meg kell különböztetni a 16S 
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rRNS szekvencia viszonytól, tehát bár ezek a tesztek potenciálisan hasznosak a diagnosztikában, 

nem tükrözik az Enterococcus fajok evolúciós kapcsolatát. 

 

3.3. Enterococcusok antibiotikum rezisztenciája 

Az enterococcusok számos szerrel szemben mutatnak természetes rezisztenciát, valamint 

képesek bizonyos antibiotikumokkal szemben szerzett rezisztenciára is szert tenni. A rezisztencia 

kialakulhat az antibiotikum kötőhelyet ért pontmutáció miatt pl. a kinolonok (Onodera és mtsai. 

2002), illetve az ampicillin rezisztencia esetében, vagy különböző rezisztencia géneket 

szerezhetnek meg, mely az aminoglikozidok, makrolidek, kloramfenikol, tetraciklin és 

glikopeptid rezisztencia esetében fordul elő. Klinikai szempontból azonban a legrelevánsabb a 

vancomycinnel szembeni rezisztencia (Moellering, 1990; Murray, 1990, Landman és Quale, 

1997; Leclercq, 1997; Onodera és mtsai. 2002). 

 

3.3.1. β-laktám rezisztencia 

Az első β-laktám antibiotikum az Alexander Fleming által felfedezett penicillin volt (Tan 

és mtsai. 2015). Ezt követően számos penicillin származékot és más β-laktám-antibiotikum 

csoportot fejlesztettek ki. A β-laktámok baktericid hatással bírnak, hatásukat a sejtfalszintézis 

gátlásával fejtik ki. A baktériumok sejtfala keresztkötésekkel összekapcsolt peptidláncokból áll, 

felépítésükért enzimek felelősek. A β-laktámok ezekhez a peptidázokhoz képesek kötődni és 

inaktiválni. A baktériumok β-laktám-érzékenységét a penicillinkötő fehérjék (penicillin-binding 

protein, PBP) határozzák meg. A Gram-pozitív baktériumok érzékenységének oka, hogy a 

sejtfaluk peptidoglikánja könnyen hozzá férhető az antibiotikum számára, míg a Gram- 

negatívoknál ezt egy külső fehérje réteg fedi.  

Az összes enterococcus természetes magas szintű rezisztenciát mutat a cefalosporinok, és 

a félszintetikus penicillináz stabil penicillinekkel szemben, valamint alacsony szintű rezisztenciát 

az egyéb penicillin származékok iránt. Ennek oka az alacsony affinitású PBP5 termelése. 

Továbbá képesek tolerálni a penicillin és a vancomycin baktericid hatását (Murray 1990). A β-

laktám antibiotikumokkal szembeni szerzett rezisztencia leggyakoribb típusa a β-laktamáz enzim 
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termelése. Ez a β-laktám gyűrűt hidrolizálja, mely az antibiotikum hatástalanításához vezet.  Ez a 

fajta rezisztencia sokkal gyakoribb az E. faecalis esetében. Az első β-laktamáz termelő E. 

faecalis törzset (HH22) 1981-ben izolálták egy houstoni beteg mintájából (Murray 1990). Ezután 

az eset után sokkal gyakoribbá vált és számos nozokomiális infekciót okozott világszerte (Murray 

és mtsai. 1991; 1992; Patterson és mtsai. 1988; Rhinehart és mtsai. 1990; Wells és mtsai. 1992; 

Mazzulli és mtsai. 1992) Az első ilyen rezisztenciát hordozó E. faecium törzset 11 évvel később 

Richmondban azonosították, később pedig további 8 epidemiológiailag nem összefüggő 

izolátumot Modenában 2010-ben (Sarti és mtsai. 2012). Szerencsére más enterococusoknál eddig 

nem írtak le ilyen típusú rezisztenciát. A β-laktamázt kódoló gén lehet kromoszómálisan valamint 

extrakromoszomális DNS-sen (plazmidon) kódolva, mely így az utóbbi esetben gyorsan tud 

terjedni a különböző baktérium fajok között, ám nem válik állandó tulajdonságukká (Fürst és 

mtsai, 2011). Ennek a rezisztenciának a kivédése lehet a különböző β-laktamáz gátlók 

alkalmazása, mint pl. a klavulánsav, szulbaktám és a tazobaktám. Ezek a vegyületek lehetővé 

teszik, hogy kombinációban a régebben használt antibiotikumokat (ampicillin) is újra lehessen 

alkalmazni. A második leggyakoribb mechanizmus a β-laktám antibiotikumokkal szemben egy 

szerzett rezisztencia típus: a baktérium sejtfalában található PBP megváltozása, melynek 

következtében a β-laktámok gyengén vagy egyáltalán nem képesek bekötődni. Raze és mtsai. 

már 1998-ban leírták, hogy a megváltozott PBP fehérje termeléséért felelős gén a pbp5, 

plazmidon kódolt így átadható különböző baktérium fajoknak (Raze 1998). 

 

3.3.2. Glikopeptid rezisztencia 

A glikopeptid antibiotikumok csoportjából a humán gyógyászatban jelenleg használt 

szerek a vancomycin és a teicoplanin (1. ábra). A vancomycint termelő organizmust, melyet 

Amycolatopsis orientalis névvel azonosítottak (Lechevalier és mtsai. 1986) a borneoi dzsungel 

talaj mintájából izolálták (Griffith, 1984, Pittenger, 1956). Az általa termelt vancomycin a 

„vanquish” (legyőz) szóból származik (Griffith, 1984). Az első jóváhagyott glikopeptid 

antibiotikum volt (Pfeiffer, 1981), melyet széles körben kezdtek el használni az 1958-as 

forgalomba kerülését követően, mint Staphylococcus-ellenes antibiotikum (Levine, 2008). 

Azonban a következő évtizedben a Staphylococcus ellen jól használható penicillinek és 

cefalosporinok háttérbe szorították. Klinikai jelentősége csak az 1970-es évek második felében 
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kezdett nőni, amikor egyre nagyobb számban jelentek meg a methicillinre rezisztens és így β-

laktám antibiotikummal nem kezelhető Staphylococcus (MRSA) törzsek (Fürst és mtsai 2011). A 

lipoglikopeptidek a glikopeptid antibiotikumok alcsoportját képviselik. Ebből a csoportból az 

Actinoplanes teichomyceticus talajbaktérium által termelt teicoplanint fedezték fel elsőként, mint 

természetes lipoglikopeptid (Parenti, 1986). 

 

1. ábra: A vancomycin és a teicoplanin szerkezete (Norris, 2010) 

Ezeket az eredeti készítményeket rendkívül oto- és nefrotoxikus voltuk miatt kezdetben 

csak bélműtétek előkészítésében, az anaerob baktériumok csíraszámának csökkentésére 

használták. Később kromatográfiásan tisztították őket, így egyrészt hatásuk megtöbbszöröződött, 

másrészt kevésbé voltak toxikusak (Gergely, 2003). A jelenleg elfogadott álláspont szerint a 

vancomycin minimum koncentrációját 15–20 mg/l között célszerű tartani, így beszűkült vagy 

változó vesefunkció esetén, idős beteg, tartós terápia, aminoglikoziddal vagy amphotericinnel 

való kombináció, illetve akut kardiovaszkuláris elégtelenség esetén a szérumszint monitorozása 

mellett intravénás injekció formájában adható (Fürst és mtsai. 2011). A teicoplanin intravénásan 

és intramuscularisan is adható, a szérumfehérjékhez 90–95%-ban kötődik, felezési ideje hosszú 

(40–70 óra), mely lehetővé teszi napi egyszeri adagolását (Fürst és mtsai. 2011). 

A béta-laktám antibiotikumokhoz hasonlóan a glikopeptidek is gátolják a sejtfal 

szintézist, azonban más mechanizmus révén. A glikopeptidek ugyanis nagy, hidrofób molekulák 

melyek a baktériumok sejtfalát felépítő peptidoglikán egyik prekurzor molekulájához a 
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pentapeptid-D-alanil-D-alanin terminálisához kötődnek, megakadályozva így a transzpeptidációt 

(Courvalin, 2006).  

3.3.2.1. Természetes rezisztencia 

A glikopeptid rezisztencia egyik formája, amikor a transzpeptidációban résztvevő 

terminális pentapeptid D-alanin helyett D-szerin vagy D-laktát található. Az ilyen baktériumok 

természetes rezisztenciával rendelkeznek a glikopeptid antibiotikumokkal szemben, ugyanis ezen 

pentapeptidekhez a glikopeptidek csak nagyon gyengén tudnak kötődni. Ilyen baktériumok a 

Leuconostoc, a Lactobacillus és a Pediococcus nemzetségbe tartozó törzsek (Nicas és Allen 

1994). Az E. gallinarum a vanC1 míg az E. casseliflavus és E. flavescens a vanC2/3 génnel 

rendelkeznek, melyek a VanC fenotípust kódolják. Ez a gén kromoszomálisan kódolt, így nem 

átadható. A törzsek vancomycinnel szemben konstitutív alacsony szintű rezisztenciát mutatnak 

(MIC=2-32µg/ml), míg teicoplaninnal szemben továbbra is érzékenyek (Cetinkaya és mtsai. 

2000). 

3.3.2.2. Szerzett rezisztencia 

Az enterococcusokban a glikopeptidekkel szembeni szerzett rezisztencia szabályozásának 

és expressziójának biokémiai mechanizmusa az egyik legfejlettebb és legtökéletesebb példája a 

baktériumok genetikai adaptációjának (Leclercq és Courvalin 1997). A vancomycinnel szembeni 

rezisztenciát általában a kilenc van gén egyike közvetíti: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, 

vanL, vanM, vanN (Courvalin 2006, Boyd és mtsai 2008, Lebreton és mtsai 2011, McKessar 

2000, Xu és mtsai 2010). A négy leggyakrabban előforduló fenotípusa a VanA, VanB, VanD és 

VanE (Murray 2000). Ezen fenotípusok kapcsolatát a különféle enterococcus fajokkal, a MIC 

szinteket és a rezisztencia gének átvihetőségét a 2. táblázat mutatja be: 
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2. Táblázat: Enterococcus fajok glikopeptid rezisztenciája és transzferálhatósága (saját 

szerkesztés) 

Fenotípus 

Leggyakoribb 

előfordulás 

Vancomycin MIC 

(μg/ml) 

Teicoplanin MIC 

(μg/ml) 

Transzferálhatóság 

VanA: 

E. faecium 

E. faecalis 

64–1,000 16–512 + 

VanB: 

E. faecium 

E. faecalis 

4 – 1024 ≤0.5 + 

VanC: 

E. gallinarium 

E. casseliflavus 

E. flavescens 

2–32 ≤0.5 - 

VanD: 

E. faecium 
128 4 - 

VanE: 

E. faecalis 
16 0.5 - 

+: igen, - nem, MIC: minimális gátló koncentráció 

A VanA rezisztencia típust magas szintű rezisztencia jellemzi mind a vancomycin, mind a 

teicoplaninnal szemben. A rezisztenciát mindkét antibiotikum indukálhatja (Werner és mtsai. 

2008). A rezisztenciát hét gén közvetíti a Tn1546 transzpozonon (Arthur és mtsai. 1993) és 

konjugációval átkerülhet egy másik enterococcus törzs kromoszómájába vagy akár más 

genusokba is pl. Staphylococcusba (Handwerger és Skoble 1995). A gének hét polipeptidet 

kódolnak (VanR, VanS, VanH, VanA, VanX, VanY és VanZ), amelyek együttműködve alakítják 

ki a glikopeptid-rezisztenciát. A két első, a VanR és a VanS a génexpressziót szabályozza. A 

következő három, a VanH, a VanA és a VanX, a glikopeptid antibiotikumokkal szembeni 

rezisztenciát biztosítja, egy módosított sejtfal-prekurzor transzlációjával, amely D-alanil-D-

laktáttal végződik (D-Ala -D-Lac) a normál D-Ala-D-Ala helyett. Az utolsó kettő (VanY és 

VanZ) kiegészítő fehérjék, amelyek hozzájárulnak a rezisztenciához a peptidoglikán szintézis 

normál útjának gátlásával (Leclercq és Courvalin 1997). 

 VanB rezisztencia típust mérsékelt vagy magas szintű vancomycin rezisztencia (MIC 4 

μg/ml - 1000 μg/ml) jellemzi, de a törzsek általában megtartják teicoplaninnal szembeni 

érzékenységüket. A rezisztenciát a vancomycin indukálja, a teicoplanin nem. A vanB gén klaszter 

egy Tn1547 transzpozonnal társul (Quintiliani és Courvalin 1996). Genetikai szempontból a vanA 
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és a vanB rezisztencia gének meglehetősen hasonlóak, csupán a VanS fehérjében különbözik egy 

aminosav a két genotípus között (Evers és Courvalin 1996). 

A VanC rezisztencia típusra az alacsony szintű vancomycin rezisztencia jellemző, mely 

tipikusan az E. gallinarum, az E. casseliflavus és az E. flavescens fajok tulajdonsága. A vanC1 

gént az E. gallinarumban, a vanC2 gént az E. casseliflavusban míg a vanC3-at az E. flavescens 

fajokban írták le (Clevel, 1990). Az E. gallinarum VanC ligáza D-Alanin – D-Szerin-ben 

végződő pentapeptidet hoz létre. 

A VanD típust 1991-ben azonosították egy New York-i kórházban (Perichon és mtsai. 

1997). A rezisztenciát kódoló gén kromoszómálisan helyezkedik el és nem transzferábilis. 

Közepes szintű rezisztenciát jelent a vancomycinnel szemben, míg a teicoplanin hatásos marad. 

A VanE rezisztenciára az alacsony mértékű vancomycin és teicoplanin rezisztencia 

jellemző. Kromoszómálisan kódolt, nem átadható, leginkább a vanC típusú rezisztenciához 

hasonlít (Fines és mtsai. 1999)  

Mindezeken felül már leírtak glikopeptid függő vanA és vanB Enterococcus törzseket is. 

Ezek a törzsek mutációk következtében elvesztették a D-Ala-D-Ala szintézisét végző enzimjüket, 

de rendelkeznek a VanA vagy VanB rezisztenciadeterminánsokkal. Azonban mivel mindkettő 

típusú rezisztencia indukálható, a hiányzó peptidet pótló szintézis csak glikopeptidek jelenlétében 

zajlik le, enélkül a baktérium elpusztul (Courvalin 2006).   
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3.4. Vancomycin-rezisztens enterococcus (VRE) törzsek előfordulása 

 

3.4.1. VRE epidemiológiája 

Az enterococcusok a természetben szinte mindenütt megtalálhatók, mivel képesek 

szaporodni és túlélni kedvezőtlen körülmények között is. A legtöbb állat béltraktusából 

kimutathatóak, például disznóból és marhából (Manero és mtsai. 2002), kutyából (Wheeler és 

mtsai. 2002), lóból (Wheeler és mtsai. 2002), nyúlból (Poeta és mtsai. 2005), csirkéből 

(Hammerum, 2000), valamint birkából és vad madarakból (Poeta és mtsai. 2005). Az 

élelmiszerekből, például tejből és húskészítményekből, különféle környezeti forrásokból, 

valamint hulladékból és a felszíni vízekből is könnyen kinyerhetők (Aarestrup 2002). Az emberi 

bél normál baktériumflórájának kb. 0,01%-át teszik ki (Jett és mtsai. 1994), a székletben található 

tipikus koncentrációja legfeljebb 108 CFU/gram. A szájüreg, a bőr és a hüvely is kolonizálódhat, 

ám ezekről a helyekről az esetek kevesebb, mint 20% -ában mutathatók ki (Beezhold és mtsai. 

1997, Bonten és mtsai. 1996, Huycke és mtsai 1998). A leggyakoribb enterococcus, melyet 

egészséges egyének székletéből izolálnak az E. faecalis. Ugyancsak ez a faj dominál a különböző 

fertőzésekből izolált enterococcusok között (körülbelül 80%), a második leggyakoribb pedig az 

E. faecium. Mivel az ampicillinnel és a vancomycinnel szembeni szerzett rezisztencia főként E. 

faecium esetében fordul elő, ennek a fajnak rohamosan megnőtt az előfordulása a kórházban 

előforduló enterococcusok körében (Cetinkaya és mtsai. 2000). 

Uttley és mtsai (1988) valamint Leclercq és mtsai. (1988) számoltak be először a 

vancomycin-rezisztens E. faecium és E.  faecalis törzsek megjelenéséről Angliában, illetve 

Franciaországban. Azóta a vancomycin- és/vagy teicoplanin-rezisztens törzsek a világ minden 

táján megjelentek (Willems és mtsai. 2011). A VRE fertőzések gyakorisága magas Ausztráliában, 

ahol az E. faecium által okozott bakterémiában a törzsek 36,5%-a volt vancomycin-rezisztens 

(Coombs és mtsai. 2014), valamint az Egyesült Államokban, ahol 87%-a a nozokomiális 

fertőzésekből származó E. faecium izolátumoknak rezisztens (Edelsberg és mtsai. 2014).  

Magyarországon az első vanA gént hordozó E. faecalis-t 2000-ben izolálták egy 

lábujjfekélyből (Ghidán és mtsai. 2000). Ezt követően két egymástól független esetről (Knausz és 
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mtsai. 2003, Dombrádi és mtsai. 2009), egy járványról (Böröcz. és mtsai 2005), valamint két 

epidemiológiai felmérésről számoltak be (Libisch és mtsai. 2008, Dombrádi és mtsai. 2012). 

Az Európai Betegségmegelőzési és Járványvédelmi Központ (ECDC) 2017. évi jelentése 

szerint az intenzív osztályon előforduló, nozokomiális húgyúti és véráram fertőzéseket okozó 

kórokozók közül az enterococcusok voltak a második leggyakrabban izolált baktériumok. Ezen 

enterococcusok között a vancomycin rezisztens törzsek aránya 7,3% volt (ECDC 2019). A 

VREfm izolátumok százalékos előfordulása Európában 0% (Izland, Luxemburg) és 59,1% 

(Ciprus) között van (2. ábra). A legfrissebb adatok alapján, Magyarországon is a nemzetközi 

trendeknek megfelelően 2011 óta tapasztalható a VREfm prevalenciájának folyamatos 

növekedése a hospitalizált betegek körében. 2018-ban az előfordulási arány 39,5% volt, mely 

11,2%-os növekedés az előző évhez képest (ECDC 2017, 2018). 

  

2. ábra: Vancomycin rezisztens Enterococcus faecium törzsek százalékos előfordulása Európában 2018-ban 

(European Centre for Disease Prevention and Control. Surveillance atlas of infectious diseases [internet]. 

Stockholm: ECDC; 2018 [Letöltve: 2019. október 18.] http://atlas.ecdc.europa.eu/.) 

A VRE epidemiológiáját tekintve megállapítható, hogy előfordulása más eredetű 

Amerikában, mint Európában. Az Egyesült Államokban a VRE gyors megjelenése valószínűleg a 

vancomycin és/vagy cefalosporin túlzott használatának volt tulajdonítható (McDonald és mtsai. 
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1997, Woodford és mtsai. 1995), míg Európában az állattenyésztésben hozamnövelés céljából 

alkalmazott glikopeptid-analógoknak (például avoparcinnak) a használatával és az 

élelmiszerláncba történő bekerülésével magyarázzák (Bates és mtsai. 1993, Donnelly és mtsai. 

1996, Chadwick és mtsai. 1996). Egy érdekes tanulmány támasztja alá az állati élelmiszerek és a 

VRE közötti kapcsolat hipotézisét, mely szerint a VRE magas hordozási arányát találták 

Hollandiában húsfogyasztó idős emberek körében, míg az idős vegetáriánusok esetében a VRE 

hordozás hiánya volt tapasztalható (van den Braak és mtsai. 1997). 

 

3.4.2. VRE hordozása 

A nem megfelelő antibiotikum használat az egyik fő oka a rezisztens baktériumok 

kiszelektálódásának, és ezen multirezisztens kórokozók hosszú távú hordozása megnöveli a 

későbbi fertőzések kialakulásának valószínűségét. A VRE kolonizáció számos kockázati 

tényezővel hozható összefüggésbe. Ide tartozik többek között a hosszabb kórházi tartózkodás, az 

előrehaladott életkor, súlyos alapbetegség, központi vénás katéter használat, valamint a különféle 

antibiotikumok, például vancomycin vagy metronidazol előzetes expozíciója (Karki és mtsai. 

2012; Purohit és mtsai. 2017; Sohn és mtsai. 2013). A VRE tünetmentes hordozása és a hatékony 

dekolonizációs eljárási rend hiánya stabilizálja a VRE endemikus állapotát az egészségügyi 

környezetben (Cheng és mtsai. 2014). A kolonizáltak rezervoárként funkcionálhatnak a többi 

bent lévő beteg megfertőzésében, mely megnövekedett morbiditást, mortalitást és újabb 

költségeket eredményezhet (Muto és mtsai. 2003; Stosor és mtsai. 1998).  

 

3.5. Enterococcusok virulencia faktorai 

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia önmagában nem magyarázza az 

enterococcusok fokozott virulenciáját, valamint az általuk okozott fertőzéseket. Különböző 

virulencia faktorokkal rendelkeznek, amelyek lehetővé teszik a virulens törzseknek a 

gazdaszervezetbe történő bejutást, kolonizálást, valamint a gazdaszervezet immunválaszának 

elkerülését. Ezen túlmenően az ilyen virulens törzsek patológiás elváltozásokat is okoznak a 

közvetlen toxintermeléssel (Streptococcus pyrogenic exotoxinjához hasonlóan) vagy közvetett 

módon gyulladás indukálásával (Salminen és mtsai. 2004). 
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Korábbi tanulmányok az enterococcusok virulenciáját összefüggésbe hozták többek 

között a kollagénkötő fehérje (ace), az aggregációs protein (agg), az enterococcus felszíni fehérje 

(esp) jelenlétével, vagy a biofilmképző képesség meglétével (Nallapareddy és mtsai. 2000, 

Shankar és mtsai. 2001). 

Aggregációs protein (agg): Adhézióban játszik szerepet, különböző eukarióta sejtekhez képes 

kötődni, például makrofágokhoz és bélhámsejtekhez (Eaton és Gasson, 2001; Fisher és Phillips 

2009). Egy feromonra érzékeny plazmid kódolja. Rozdzinski és mtsai (2001) kimutatták, hogy az 

aggregációs fehérje nemcsak az eukarióta sejtekhez képes bekötődni, hanem az extracelluláris 

mátrix fehérjékhez, például a fibronektinhez, vitronektinhez és az I. típusú kollagénhez is. A 

fertőzés és a bakterémia kiváltása érdekében az enterococcusoknak át kell hatolniuk a bél- vagy 

az urogenitális epithéliumon, és be kell lépniük a nyirokkeringésbe és/vagy az érrendszerbe 

(Rozdzinski és mtsai. 2001). Ezt a transzlokációt elősegítheti a virulens törzsben található 

aggregációs protein. Ezen kívül szerepet játszik az eukarióta sejt inváziójában is és elősegíti az 

enterococcusok túlélését a gazdaszervezet immunsejtjeiben (Rakita és mtsai. 1999).  

Kollagén-kötő fehérje (ace): Egy sejtfelszíni fehérje, amely a mikrobák felszíni komponenseit 

felismerő adheziv mátrix molekulák (MSCRAMM) családjába tartozik (Fisher és Phillips 2009). 

Az ace szerepet játszik az E. faecalis által okozott endokarditis patogenezisében (Koch és mtsai. 

2004, Singh és mtsai. 2010) 

Enterococcus felszíni fehérje (esp): Fontos szerepet játszik az enterococcusok patogenitásában, 

megtalálható mind az E. faecalis mind az E. faecium törzsekben. Az esp előfordulása magasabb a 

kórházi törzsek között, mint az egészséges egyénekből származó izolátumok esetében, mely jelzi, 

patogenezisben betöltött szerepét (Eaton és Gasson, 2001). A gént kódoló régió a mindkét 

enterococcus fajban megtalálható patogenitási szigeten helyezkedik el (Leavis és mtsai 2004). Az 

esp jelenléte hozzájárul a kórokozó kolonizációjához és perzisztenciájához mind az E. faecalis, 

mind az E. faecium esetében a gazdaszervezetben. Emellett az esp szerepet játszik a 

gazdaszervezet immunválaszának megtámadásában is. Az Esp fehérje szekvenciája és felépítése 

hasonló a két fajban (Eaton és Gasson, 2001). C-terminális régiója tartalmaz egy membránt 

átfogó hidrofób domént és egy sejtfal-rögzítő motívumot, amely a fehérje bakteriális 

sejtfelülethez történő rögzítésében részt vesz (Salminen és mtsai. 2004). Továbbá ismert, hogy a 

biofilm-termelő baktériumok képesek katétereket, beültetett szívbillentyűket vagy különböző 



23 
 

ortopédiai eszközöket kolonizálni, ezáltal hozzájárulnak a natív endocarditis, a krónikus otitis 

media, valamint további különböző nozokomiális fertőzések kialakulásához (Costerton és mtsai. 

1999). 
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4. CÉLKITŰZÉSEK 
 

A Debreceni Egyetem, Orvosi Mikrobiológiai Intézet Bakteriológiai Diagnosztikai 

Laboratóriumába évente több mint 40 000 minta érkezik. Munkánk során célunk volt az egyik 

leggyakoribb Gram-pozitív nozokomiális patogén, a vancomycin-rezisztens enterococcus 

előfordulásának felmérése, molekuláris és epidemiológiai vizsgálata. Kutató munkám két fő 

területre fókuszált, melyek a következőek: 

Klinikai mintákból származó vancomycin-rezisztens enterococcus törzsek vizsgálata: 

Célkitűzések: 

1. A Bakteriológiai Diagnosztikai Laboratóriumba 2012. január 1. és 2015. december 31. 

között érkezett klinikai minták VRE szűrése, a VRE törzsek előfordulásának felmérése. 

2. A törzsek identifikálása MALDI-TOF MS (Mátrix által segített lézer deszorpción és 

ionizáción alapuló-repülési idő tömegspektrometria) használatával. 

3. Antibiotikum rezisztencia vizsgálatok. A háttérben álló rezisztencia gének illetve a 

patogenezisben szerepet játszó virulencia faktorok meghatározása molekuláris biológiai 

módszerrel. 

4. A virulencia faktorok és a biofilm képzés közötti összefüggés feltárása. 

5. Az izolátumok epidemiológiai kapcsolatainak feltárása a VRE terjedésének megértése 

szempontjából pulzáló mezejű gélelektroforézis (PFGE) valamint multilókusz szekvencia 

tipizálás (MLST) segítségével. 

 

Székletből izolált vancomycin-rezisztens enterococcus törzsek vizsgálata: 

Célkitűzések:  

1. A VRE törzsek szűrése kétféle szűrőmódszer segítségével a 2016. február és szeptember 

közötti időszakban beérkezett széklet mintákból.  

2. A törzsek fajok szerinti megoszlásának vizsgálata MALDI-TOF MS használatával. 

3. Antibiotikum rezisztencia vizsgálatok, a háttérben álló rezisztencia gének kimutatása. 

4. A VRE pozitív betegek illetve hordozók jellemzése. 

5. A VRE kolonizációt elősegítő rizikófaktorok elemzése. 
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5. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

5.1. Anyagok 

5.1.1. Tápoldatok, táptalajok 

Brain Heart Infusion tápoldat (BHI): 37 g BHI-t (Oxoid) 1 liter ioncserélt vízben feloldunk és 

autoklávozunk. BHI összetétele: 27,5 g szubsztrát (agykivonat, szívkivonat és peptonok), 2 g 

glükóz, 5 g NaCl, 2,5 g Na2HPO4 

Tryptic Soy Broth (TSB): 27,5 g tripton-szója por (LabM Limited Kft) + 1 liter ioncserélt víz 

TSB 15% glicerinnel: 1 liter ioncserélt vízhez 27,5g TSB-t adunk. TSB (LabM) összetétele: 

tripton 17g, szója pepton 3g, NaCl 5, dikálium-hidrogén-foszfát 2,5g 

Columbia agar (Merck): 3 g peptonkeverék, 1 g keményítő, 5 g NaCl és 13 g agar 

Véres agar (LabM): 42 g Columbia agart feloldunk 1 liter ioncserélt vízben és a steril defibrinált 

bikavért 45-50 °C-ra hűtött táptalajhoz adjuk majd petricsészébe öntjük.  

VRE agar (Oxoid): (14 literhez): pepton 280g, élesztő kivonat 70g, NaCl 70g, Nátrium-citrát 

14g, eszkulin 14g, vas-ammónium-citrát 7g, Nátrium-azid 2,1g 

VRE screen lemez: 1 liter ioncserélt vízben 42,7 g VRE agart (Oxoid) feloldunk és 

autoklávozunk. A kiöntés előtt az agarhoz 6 μg/ml vancomycint (Fresenius Kabi Hungary Kft).  

Folyékony VRE screen: Megfelel a VRE screen lemeznek az agar hozzáadása nélkül 

Mueller-Hinton agar (Oxoid): 28g Mueller-Hinton agart 1 liter ioncserélt vízben feloldunk. A 

Mueller-Hinton agar összetétele: 30 g/l marhahús kivonat, 17,5 g/l kazein hidrolizátum, 17 g/l 

agar, 1,5 g/l keményítő, pH 7.4; 

TSA: TSB 15 g agar-agarral (Merck) szilárdítva 

A táptalajokat 116ºC-on 30 percig autoklávozzuk.  
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5.1.2. Vegyszerek, enzimek, kitek 

Vegyszerek: alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (Bruker Daltonik GmbH), 70%-os hangyasav 

(Sigma), 100bp DNS létra (Invitrogen), etidium-bromid (Serva),  agaróz (Bio-Rad), DNáz mentes 

víz, 0,5 % TBE puffer (45 mM Tris, 2 mM EDTA, 45 mM ecetsav), PBS (137 mM/l NaCl, 2,7 

mM/l KCl, 1,76 mM/l KH2PO4, 8,1 mM/l Na2HPO4, pH 7.4), 95 % etanol (Scharlab 

Magyarország Kft),  RE puffer (1 M NaCI, 10 mM Tris [pH 7.6]), EC puffer (6 mM Tris [pH 

7.6], 1 M NaCI, 100 mM EDTA [pH 7.5], 0.5% Brij 58, 0.2% dezoxikólsav, 0.5% nátrium-lauril-

szarkozinát), ESP puffer (0.5 M EDTA [pH 9-9.5], 1% nátrium-lauril-szarkozinát, 50ug/ml 

proteináz K), TE puffer (10 mM Tris hydrochloride [pH 7.5], 1 mM EDTA), 99 % metanol 

(Scharlau Chemicals), antibiotikum korongok (Bio-Rad), E-teszt (Liofilchem, BioMerieux) 

Enzimek: Taq polimeráz (Thermo Scientific), RED TaqTM Ready Mix (Sigma), HotStar Taq 

MasterMix (Sigma), lizozim (Sigma), mutanolyzin (Sigma), SmaI restrikciós endokukleáz  

Kitek: Mikrobank gyöngyök (Microbank; Pro-Lab Diagnostics), QIAquick PCR Purification Kit 

(Qiagen), 

  

5.1.3. PCR primerek 

 A PCR-hez használt primereket az Integrated DNA Technologies Incorporated-től (Bio-

Science Kft.) rendeltük. A van génekre (3.táblázat), illetve az E. faecalis és E. faecium ddl 

génekre specifikus primereket (4. táblázat) Depardieau és mtsai (2004) alapján terveztük. A 

virulencia faktor gének (agg, ace esp) kimutatása Cariolato és mtsai. (2008) által leírt protokoll 

alapján történt, a reakciókhoz használt primereket Woodford és mtsai. (2001), Eaton és mtsai. 

(2001), valamint Mannu és mtsai (2003) által leírtak alapján terveztük (5. táblázat). 
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3. Táblázat: Rezisztencia gének detektálásához használt primerek 

Primer Szekvencia (5' → 3') Gén PCR termék (bp) 

EA1 (+) GGG AAA ACG ACA ATT GC VanA 732 

EA2 (-) GTA CAA TGC GGC CGT TA 

EB3 (+) ACG GAA TGG GAA GCC GA VanB 647 

EB4 (-) TGC ACC CGA TTT CGT TC 

EC5 (+) ATG GAT TGG TAY TKG TAT VanC1/2 815/827 

EC8 (-) TAG CGG GAG TGM CYM GTA A 

ED1 (+) TGT GGG ATG CGA TAT TCA A VanD 500 

ED2 (-) TGC AGC CAA GTA TCC GGT AA 

EE1 (+) TGT GGT ATC GGA GCT GCA G VanE 430 

EE2 (-) ATA GTT TAG CTG GTA AC 

EG1 (+) CGG CAT CCG CTG TTT TTG A VanG 941 

EG2 (-) GAA CGA TAG ACC AAT GCC TT 

+, sense primer; -, antisense primer  

K=G /T; M=A/C; Y=C/T 

 

 

4. Táblázat: Fajspecifikus PCR reakció során használt primerek 

Primer Szekvencia (5' → 3') Gén PCR termék 

(bp) 

DD1-3 (+) CAC CTG AAG AAA CAG GC ddl (E. faecalis) 475 

DD3-2 (-) ATG GCT ACT TCA ATT TCA CG 

FAC1-1 (+) GAG TAA ATC ACT GAA CGA ddl (E. faecium) 1091 

FAC2-1 (-) CGC TGA TGG TAT CGA TTC AT 

CA1 TCC TGA ATT AGG TGA AAA AAC sodA (E. 

casseliflavus) 

288 

CA2 GCT AGT TTA CCG TCT TTA ACG 

GA1 TTA CTT GCT GAT TTT GAT TCG sodA (E. 

gallinarum) 

173 

GA2 TGA ATT CTT CTT TGA AAT CAG 

+, sense primer; -, antisense primer  

 

5. Táblázat: Virulencia faktor gének detektálásához használt primerek 

Primer Szekvencia (5' → 3') Gén PCR termék 

(bp) 

Esp1 (+) GGT CAC AAA GCC CAA CTT GT esp  407 

Esp2 (-) ACG TCG AAA GTT CGA TTT CC 

TE3 (+) AAG AAA AAG AAG TAG ACC AAC agg 1553 

TE4 (-) AAA CGG CAA GAC AAG TAA ATA 

ACE1 (+) AAA GTA GAA TTA GAT CCA CAC ace  320 

ACE2 (-) TCT ATC ACA TTC GGT TGC G 

+, sense primer; -, antisense primer  
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5.1.4. Baktérium törzsek  

Kontroll törzsek:  

Munkánk során a következő kontroll törzseket használtuk: E. faecalis ATCC 29212 (vad 

típusú törzs), esp illetve vanB pozitív kontrollként az Országos Epidemiológiai Központtól kapott 

E310-es E. faecium törzset használtuk (Libisch és mtsai, 2008). Egy korábban izolált E. faecalis 

17980-as klinikai törzs volt az agg, ace és vanA pozitív kontrollunk. Továbbá egy korábban 

izolált 4608-as és 27847-es klinikai törzs volt az E. gallinarum és az E. casseliflavus kontrollunk.  

Vizsgált törzsek: 

Mintáink a Debreceni Egyetem Klinikáiról származó, az Orvosi Mikrobiológiai Intézet 

Bakteriológiai Diagnosztikai Laboratóriumában feldolgozott vizsgálati anyagok voltak. A 

kísérleteinkbe bevont VRE törzseket 2012. január 1. és 2015. december 31. között gyűjtöttük. A 

vizsgálatainkba bevont széklet mintákból származó törzseket 2016. február 1. és 2016. 

szeptember 30. között izoláltuk.  

 

5.2. Módszerek 

 A Klinikai Központ több mint 1700 ágyon, 49 diagnosztikai munkahelyen és 130 

ambulancián végzi betegellátó tevékenységét. Az Orvosi Mikrobiológiai Intézetben 2004 óta 

szűrjük a vancomycin rezisztens enterococcus törzseket a klinikai mintákból.   

5.2.1. Vancomycin-rezisztens enterococcusok azonosítása klinikai mintákból 

A klinikai mintákat rutinszerűen a következő táptalajokra szélesztjük az aerob tenyésztés 

során: véres agar, csokoládé agar, eozin-metilénkék. Enterococcusok esetén véres agaron és 

csokoládé agaron 16-18 órás inkubáció után jellegzetes telepmorfológiát kapunk. A telepek 

szürkés-fehérek, 1-2 mm átmérőjűek, csillogóak, középen tömörebb állományúak. Néhány 

izolátum ß- vagy α - hemolízist mutat (Czirok, 1999). A kitenyésztett enterococcus törzseket 

ezután VRE Screen szelektív táptalajra oltjuk, mely 6µg/l vancomycint tartalmaz, majd 37ºC-on 

24 órán keresztül tenyésztjük. A VRE-k az inkubációs idő letelte után az eszkulin hidrolízisének 
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következtében fekete telepeket képeznek. Az telepeket MALDI-TOF MS-el (Bruker Daltonics, 

Germany) azonosítottuk, majd Microbank gyöngyökön (Microbank, Pro-Lab Diagnostics) -20ºC-

on tároltuk. 

 

5.2.2. Vancomycin-rezisztens enterococcusok azonosítása széklet mintákból 

A széklet minták vizsgálatának időszakát két periódusra osztottuk. Az első periódusban 

2016. 02. 01.-07.05 között (155 nap, 2050 minta) a rutin diagnosztikában is használt 6 µg/l 

vancomycint tartalmazó VRE Screen lemezre oltottuk ki a széklet mintákat direkt módon egy 

üvegbot segítségével. A második periódusban 2016.07.06.-09.30 között (88 nap, 971 minta), 

ugyanazt a beoltási technikát és tenyésztő közeget alkalmaztuk, de agarral nem szilárdítottunk, 

úgynevezett folyékony szűrő tápoldatot használtunk. Mindkét módszer esetén, 24-48 órás 

inkubációs periódus következett 37°C-on. A fekete telepeket átoltottuk, illetve a feketére 

színeződő tápoldatból kioltást végeztünk 5%-os véres agarra (LabM). A faji szintű azonosítást 

MALDI-TOF MS-el végeztük, majd az enterococcusokat a további vizsgálatokig -20ºC-on TSB-

ben (LabM) tároltuk.  

Minden beteg esetében csak az első izolátumot vizsgáltuk tovább amennyiben későbbi 

mintájából is ugyanaz a faj tenyészet ki.   

 

5.2.3. MALDI-TOF MS 

A minták faji szintű azonosítása a mikrobiológiái diagnosztikában egyre nagyobb teret 

hódító MALDI-TOF MS-el történt. A vizsgálat első lépéseként az izolált telepekből egy 

fogpiszkáló segítségével egy apró baktériumtelepet vittünk fel a mintafelvivő lemezre (target). A 

minta molekuláinak ionizációja egy 1µl segédanyag (mátrix) az alfa-ciano- 4-hidroxi-fahéjsav 

hozzáadásával történik. Az oldószer elpárolgása után az analit molekulák a mátrix 

kikristályosodott molekuláiba ágyazódnak. Ez az anyag képes elnyelni az ionizációhoz használt 

nitrogén lézer energiáját és továbbítani azt az analit molekuláknak. A target készülékbe 

helyezését követően a pulzáló lézersugár hatására a makromolekula-mátrix komplexből egyszeres 

töltésű ionok szabadulnak fel, melyek bejutnak az analizátorba, az ionok összeütközését 

megakadályozza az itt található magas vákuum. A becsapódó ionokat a detektor érzékeli és 



30 
 

repülési idejük alapján analizálja. A repülési idő a molekula méretével arányos, a kisebb méretű 

molekuláknak rövidebb, a nagyobb méretű molekuláknak hosszabb időbe telik eljutni a 

detektorig. A kapott tömegspektrum egy összetett fehérje profil, mely riboszómális fehérjékből 

áll, ez a baktérium molekuláris „ujjlenyomatának” fogható fel. A készülék az expresszált 

proteinek tömegspektrumát összehasonlítja az adatbázisában tárolt törzsek 

referenciasprektrumával. A jelenlegi MALDI Biotyper 3.0 szoftverünk több mint 7000 faj 

tömegspektrumát tartalmazza. Az általunk használt szoftver az azonosított fajokat egy „log 

score”(LS) érték alapján rangsorrolja. Ez az érték tükrözi az adatbázisban lévő fajok 

spektrumának egyezését az ismeretlen izolátum spektrumaival, amely eredményeként a szoftver 

egy nulla és három közé eső LS értéket generál az eredmények kiértékelésére (6. táblázat). 

6. Táblázat: A találati (score) értékek kiértékelése 

 

 

5.2.4. Antibiotikum érzékenység meghatározása 

Az antibiotikum érzékenységi vizsgálatokat az EUCAST (European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing) aktuális évi, érvényben lévő nemzetközi ajánlásai alapján 

végeztük. A vizsgálatok kivitelezése a nemzetközi standardoknak megfelelő körülmények között 

az ajánlásoknak megfelelő kontrolltörzsekkel ellenőrzött táptalajokon történt. 

 

 

 

 

 

Score érték tartomány Jelentés szimbólum szín 

2.300 - 3.000 
magas valószínűségű species szintű 

azonosítás 
(+++) zöld 

2.000 - 2.299 
biztos genus szintű, lehetséges species 

szintű azonosítás 
(++) zöld 

1.700 - 1.999 biztos genus szintű azonosítás (+) sárga 

0.000 - 1.699 identifikálás nem lehetséges (-) piros 
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Korongdiffúzió 

A Kirby-Bauer féle korongdiffúziós módszerrel szemikvantítatív módon lehet 

meghatározni a baktériumok antimikrobiális szerekkel szembeni in vitro érzékenységét. A 

vizsgálat során az alábbi antibiotikum tartalmú korongokat (Bio-Rad) használtuk: ampicillin (2 

mg), gentamicin (30 mg) és ciprofloxacin (5 mg). A megadott koncentrációjú antimikrobiális 

szerrel átitatott korongokat helyeztünk a megfelelő táptalaj felszínére, melyet előzőleg a 

vizsgálandó baktérium törzs, tiszta, friss tenyészetéből készített kalibrált inokulummal oltottunk 

be. Az inkubációs hőmérséklet az EUCAST által megadott 35 ± 1ºC, az inkubáció időtartalma 

pedig 18 ± 2h. Az inkubációs idő letelte után, a papírkorongból a táptalajba diffundáló 

antibiotikum hatására az érzékeny mikrobák esetében a korong körül feltisztulási zóna jön létre, 

míg a rezisztens baktériumok az antibiotikum jelenlétében is szaporodni fognak. A kialakult 

zónák méretéből a kontroll törzsekkel végzett standardizált körülmények között kapott 

eredményéhez hasonlítva kapunk érzékeny, illetve rezisztens eredményt. 

   

MIC érték meghatározása E-teszttel 

A MIC meghatározására több módszer is alkalmas. A rutin diagnosztikában leginkább az 

úgynevezett E – teszt terjedt el. Ennek az alapja, egy műanyag vagy papír csík, melynek egyik 

oldala az adott antibiotikumot koncentráció gradiens szerint tartalmazza. A csíkot egy 

megfelelően inokulált agar táptalaj felszínére kell illeszteni. Az antibiotikum gyorsan kidiffundál 

a csíkból, úgy hogy a koncentráció gradiens a táptalajban is megmarad. A rászélesztett 

baktériumok növekedését az antibiotikum gátolni fogja, abban az esetben, ha a táptalajba 

diffundáló antibiotikum mennyisége eléri a MIC értékét. Ez az érték azzal a csíkon feltüntetett 

koncentrációval lesz egyenlő, amelynél az ellipszis alakú gátlási zóna metszi a tesztcsíkot. A 

módszer előnyeként említhető, hogy kivitelezése egyszerű, viszont a tesztcsík drága. A 

vancomycin, teicoplanin, daptomycin, tedizolid, linezolid, quinupristin/dalfopristin és tigecyclin 

MIC értékeit az antibiotikumokat meghatározott koncentráció gradiensben tartalmazó csíkokkal, 

a gyártók előírásainak megfelelően alkalmazva határoztuk meg (BioMerieux, Liofilchem). 
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5.2.5. Molekuláris biológiai vizsgálatok 

DNS izolálás 

A baktériumokból nyert lizátumokat Yean és mtsai. (2007) alapján készítettük kisebb 

módosítással, és ezeket a PCR reakciók templátjaként használtunk. A DNS izoláláshoz a 24 órás 

tenyészetből egy kacsnyi mennyiséget 100µl DNáz mentes vízben elszuszpendáltunk, majd 15 

percig 98ºC-on hőkezeltük, elősegítve ezzel a sejtek feltárását.  3 perc centrifugálás (10 000g) 

után a DNS-t tartalmazó felülúszót leszívtuk és kb. 3µl-t használtunk egy-egy PCR reakcióhoz. A 

reakciók elvégzéséig a DNS-t -20ºC-on tároltuk.  

Vancomycin rezisztencia gének kimutatása  

A rezisztenciagének molekuláris szintű azonosítása specifikus PCR reakciók 

alkalmazásával történt (Depardieu és mtsai, 2004). A reakcióelegy tartalmazta mind a 

rezisztenciagénekre, mind az E. faecium és E. faecalis D-alanin-D-alanin ligáz génekre (ddl) 

specifikus primer párokat is (3. 4. táblázat). Így egy reakción belül meg tudjuk állapítani, hogy 

melyik Enterococcus speciesről van szó és az adott törzs melyik rezisztenciáért felelős génnel 

rendelkezik. 

A PCR reakcióelegy összetétele (7. táblázat) vanA, vanB, vanC, vanD, vanE illetve ddl és sodA 

specifikus PCR reakció esetén: 

7. Táblázat: PCR reakcióelegy összetevői vancomycin rezisztencia gének detektálásához  

Összetevők Mennyiség 

REDTaq™ ReadyMix 25µl 

Primer keverék (forward ill. reverz primerek 4pmol/µl oldata) 5µl 

Templát (DNS lizátum) 3µl 

Steril H2O 17µl 

végtérfogat 50µl 
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a) Az inkubációs ciklus körülményei a vanA, vanB, vanD, vanE illetve a ddl specifikus PCR 

reakció esetén a következők: 

1. 94oC  3 perc 

2. 94oC  1 perc 

3. 54oC  1 perc 

4. 72oC  1 perc 

5. 72oC  7 perc 

6. 4oC  ∞ 

b) A vanC specifikus PCR esetén a 3. lépésben 54ºC helyett 50ºC-ot alkalmaztunk. 

 

c) A fajspecifikus sodA PCR reakció esetén az inkubációs ciklus körülményei a következők 

voltak: 

1.   95oC  4 perc 

2.   95oC  30 másodperc 

3.   55oC  1 perc 

4.   72oC  1 perc 

5.   72oC  1 perc 

6.    4oC  ∞ 

 

 

Virulencia faktorok vizsgálata 

A virulencia faktor gének kimutatása Cariolato és mtsai. (2008) által leírt protokoll 

alapján történt. A reakciókhoz használt primereket Woodford és mtsai. (2001) Eaton és Gasson. 

(2001) valamint Mannu és mtsai (2003) által leírtak alapján terveztük (5. táblázat).   

A virulencia faktor génekre specifikus PCR reakcióelegy (8. táblázat) az alábbi összetevőket 

tartalmazta: 

 

 

30 ciklus 

30 ciklus 



34 
 

8. Táblázat: virulencia faktor génekre specifikus PCR reakcióelegy összetevői 

Összetevők Mennyiség 

MgCl2 (25 mM) 1,5µl 

10x Taq puffer 2,5µl 

dNTP mix (10 mM) 0,5µl 

Primer keverék (forward ill. reverz primerek 4pmol/µl 

oldata) 

3µl 

Taq polimeráz (5 U/µl) 0,5µl 

Templát (DNS lizátum) 1µl 

Steril H2O 16µl 

végtérfogat 25µl 

 

 

a) Az inkubációs ciklus körülményei az esp és az agg specifikus PCR esetén: 

1. 94oC  3 perc 

2. 94oC  30 másodperc 

3. 58oC  30 másodperc 

4. 72oC  1 perc 

5. 72oC  5 perc 

6. 4oC  ∞ 

b) Az ace gén kimutatására az alábbi programot használtuk: 

1. 94oC  3 perc 

2. 94oC  1 perc 

3. 56oC  1 perc 

4. 72oC  1 perc 

5. 72oC  10 perc 

6. 4oC  ∞ 

 

Az amplikonok detektálása 

 A PCR során amplifikált DNS fragmentumokat agaróz gélelektroforézissel detektáltuk. 

Az elválasztásra használt agaróz gélt az alábbiak szerint készítettük el: 0,4 g agarózt 30 ml 0,5 %-

os TBE pufferben melegítéssel feloldottunk.  A puffer kézmelegre történő hűlése után 1,5 µl 

ethidium-bromidot adtunk az elegyhez, majd hagytuk megdermedni. A DNS mintákhoz (5-5 μl) 

1-1 µl 6x DNS puffert adtunk, majd felvittünk 5-5 µl-t a megszilárdult gélre a standardként 

30 ciklus 

33 ciklus 
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szolgáló 100bp léptékű DNS létra mellé. A mintákat 1,5%-os gélben 80 V feszültségen, 

körülbelül 40 percig elektroforetizáltuk. A géleket Bio-Rad Multi-Analyst készülék segítségével 

UV- fényben értékeltük.  

 

5.2.6. Biofilmképzés vizsgálata 

 

 A vancomycin rezisztens enterococcus törzsek biofilm képzését Stepanovic és 

munkatársai által publikált, módosított mikrotiter-plate teszt segítségével vizsgáltuk, melyet 

kisebb mértékben optimalizáltunk (Stepanovic és mtsai, 2007). Ez a módszer a szerzők korábban 

publikált (2000) standard mikrotiter-plate tesztjétől annyiban különbözik, hogy indirekt módon 

képes mérni mind a mélyedés falán, mind pedig annak alján, megtapadt baktériumokat egy festék 

visszaoldásának köszönhetően. Az izolátumokat vizsgálataink során előbb véres agaron, majd 

0,25 % glükóz tartalmú tripton-szója-agaron (TSA) felnöveltük egy éjszakán keresztül, 37°C-on. 

Következő lépésként 0,5 McFarland denzitású baktérium-szuszpenziót készítettünk 0,25 % 

glükózzal kiegészített tripton-szója-húsleves (TSB) felhasználásával.  Mindegyik törzs esetében 

háromszor 200-200 μl-t pipettáztunk egy 96-lyukú, lapos aljú mikrotiter lemez (TPP, 

Trasadingen, Switzerland) mélyedéseibe. A mintában levő baktériumok az egy éjszakán át, 37ºC-

on, aerob körülmények között végzett inkubálás során kitapadtak a plate aljára, illetve annak 

falára, és az arra hajlamosak biofilmet képeztek. Pozitív kontrollként egy vanB pozitív E. faecium 

klinikai izolátumot (E310) használtunk, míg a negatív kontroll üregei 200µl TSB-t tartalmaztak. 

A 24 órás biofilmet 3x300 μl foszfát pufferolt sóoldattal (PBS) mostuk. A mosással eltávolítottuk 

a mikrotiter plate lyukaiban meg nem tapadt baktériumokat, ugyanis ezek zavarják a mérést. A 

kialakított biofilmbe ágyazott mikroorganizmusokat 150 μl, 99%-os metanol hozzáadásával 

fixáltuk 20 percen keresztül, majd a lemezt szobahőmérsékleten szárítottuk fejjel lefelé, egy 

éjszakán át. A vizsgálat következő napján 150 μl, 2 %-os kristályibolyával festettük meg a 

kitapadt sejteket majd 15 perc elteltével, csapvizes öblítéssel eltávolítottuk a meg nem kötött 

festéket, a lemezt pedig levegőn szárítottuk. Utolsó lépésként visszaoldottuk a biofilmben 

található baktériumok által megkötött kristályibolyát 150 μl, 95%-os etanol hozzáadásával. Végül 

ELISA Reader segítségével 540/620 nm hullámhosszon meghatároztuk az optikai denzitásokat 
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(OD). A cut-off értéket (ODc) a negatív kontroll átlagos OD értékéből számítottuk Stepanovic és 

mtsai (2000) alapján: 

ODc = negatív kontroll OD átlag + (3 x negatív kontroll szórás) 

Az eredmények kiértékelés során a leolvasott optikai denzitások átlagának cut-off értékhez (ODc) 

való viszonya alapján a vizsgált törzseket az alábbi csoportokba soroltuk 

OD ≤ ODc → nem biofilmképző 

ODc < OD ≤ 2 ODc → gyenge biofilmképző 

2 ODc < OD ≤ 4 ODc → közepes biofilmképző 

4 ODc < OD → erős biofilmképző 

5.2.7. Epidemiológiai tipizálási módszerek 

Pulzáló mezejű gélelektroforézis (PFGE)  

Az Enterococcus törzsek PFGE vizsgálatát a Nemzeti Népegészségügyi Központban 

Murray és mtsai. illetve McEllistrem és munkatársai által leírt protokoll alapján végezték kisebb 

módosításokkal (Murray és mtsai. 1990., McEllistrem és mtsai 2000.). A törzseket először 3ml 

BHI-ban felnövelték egy éjszakán át 37ºC-on termosztátban. A baktérium szuszpenzióból 700µl-t 

lecentrifugáltunk, majd az üledéket 1ml RE pufferrel felszuszpendáltuk. Ezután fotométer 

segítségével beállítottuk a keverék optimális sejtsűrűségét (optikai denzitás OD=1,00-1,50 között 

megfelelő), majd 1,2%-os alacsony olvadáspontú gélt készítettünk (10ml RE + 0,12g Seakem 

agaróz). 200µl RE pufferes baktérium tenyészetet összekevertünk ugyanennyi alacsony 

olvadáspontú géllel, majd a kapott szuszpenziót öntőformába pipettáztuk és hagytuk, hogy 

megszilárduljon. Dermedés után a plugokat 400µl lízis pufferben (EC oldat + 10 mg/ml lizozim + 

5000 U/ml mutanolyzin), inkubáltuk 37ºC-on 4 órán át, majd 50ºC-on egy éjszakán át ESP 

pufferben. A plugokat ezután háromszor mostuk 30 percig 1ml TE pufferben és felhasználásig 

4ºC-on tároltuk. Az emésztéshez 2-3mm-es plug darabokat vágtunk, előmostuk 200µl desztillált 

vízzel, majd emésztettük 30ºC-on SmaI restrikciós endokukleázzal éjszakán át. A kapott 

fragmentumokat CHEF-DRII (Bio-Rad) készülékben választottuk szét. A futtatás 14 ºC-on, 6V 

feszültség alatt 25 órán keresztül zajlott. Ezt követően a gélt ethidium-bromid segítségével 

megfestettük, majd a fragmentumokat Gel Dok rendszerben UV fény alatt detektáltuk. A 

dendogramokat a Fingerprinting II. program 3.0 verziójával analizáltuk (Bio-Rad), Dice-
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koefficiens alkalmazásával az „unweighted pair group method with arithmetic means” (UPGMA) 

felhasználásával 1.0% sáv pozíció toleranciával és 1.0% optimalizációval. Az izolátumok 

összefüggését Tenover kritériumai alapján határoztuk meg (Tenover és mtsai. 1995). 

Multilókusz szekvencia tipizálás (MLST) 

Az E. faecium törzsek vizsgálata során 7 háztartási gén 

(adk, atpA, ddl, gdh, gyd, purK, pstS) belső gén fragmentumának szekvenálása történt. A 

kísérletek során használt primereket (9. táblázat), a https://pubmlst.org/ webhely szerint 

alkalmaztuk (Homan és mtsai. 2002). E. faecium MLST esetén a PCR reakció elegy összetétele a 

10. táblázatban látható. A kapott PCR termékeket QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 

segítségével tisztítottuk, majd mindkettő szálat megszekvenáltattuk. Az így nyert fragmentek 

szekvenciáit összevetettem a nemzetközi adatbázisban (https://pubmlst.org) található megfelelő 

alléllal, mely eredményeként megkaptam a törzsek allélikus profilját. A meghatározott allélok 

kombinációja alapján a hét génszakasz esetében pedig megállapítható az adott törzs szekvencia 

típus száma (ST). Az adott törzs ST száma alapján az adatbázissal történő összehasonlítás 

eredményeként meghatározható a különböző helyekről izolált törzsek közti filogenetikai 

kapcsolatrendszer. A goeBURST 1.2.1. algoritmust használtunk a meghatározott szekvencia-

típusok csoportosításához (Francisco és mtsai 2009, Feil és mtsai 2004).  

9. Táblázat: E. faecium MLST során használt primerek 

Primer Szekvencia (5' → 3') Gén PCR termék 

(bp) 

adk1 (+) TAT GAA CCT CAT TTT AAT GGG adk 437 

adk2 (-) GTT GAC TGC CAA ACG ATT TT 

atpA1 (+) CGG TTC ATA CGG AAT GGC ACA atpA 556 

atpA2 (-) AAG TTC ACG ATA AGC CAC GG 

ddl1 (+) GAG ACA TTG AAT ATG CCT TAT ddl 465 

ddl2 (-) AAA AAG AAA TCG CAC CG 

gdh1 (+) GGC GCA CTA AAA GAT ATG GT gdh 530 

gdh2 (-) CCA AGA TTG GGC AAC TTC GTC CCA 

gyd1 (+) CAA ACTGCT TAG CTC CAA GG C gyd 395 

gyd2 (-) CAT TTC GTT GTC ATA CCA AGC 

purK1 (+) GCA GAT TGG CAC ATT GAA AGT purK 495 

purK2 (-) TAC ATA AAT CCC CCT GTT TY 

pstS1 (+) TTG AGC CAA GTC GAA GCT GGA G pstS 583 

pstS2 (-) CGT GAT CAC GTT CTA CTT CC 

+, sense primer; -, antisense primer; Y=C/T  

https://pubmlst.org/
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10. Táblázat: MLST PCR reakció esetén az összetevők 

Összetevők Mennyiség 

HotStar Taq MasterMix 25µl 

Primer pár (forward ill. reverz primerek 4pmol/µl oldata) 10µl 

Steril H2O 14µl 

Templát (DNS lizátum)  1µl 

Az inkubációs ciklus jellemzői: 

1.  95oC  15 perc 

2.    94oC  30 másodperc 

3.    50oC  30 másodperc 

4.    72oC  30 másodperc 

6.    72oC  5 perc 

7.  4oC    ∞ 

 

5.2.8. Epidemiológiai adatok elemzése 

A VRE pozitív székletmintával rendelkező betegek esetében a szűrést megelőző 6 

hónapig visszamenőleg a betegadataikat a következő tényezők alapján vizsgáltuk: életkor, nem, 

alapbetegség, a kórházi tartózkodás időtartama, antibiotikum-fogyasztás, intravénás katéter, 

dialízis, nazogastrikus cső, tracheostoma illetve lélegeztető gép használata, normál bélflóra 

hiánya és toxin pozitív Clostridioides difficile lelet jelenléte. A szűrővizsgálatot megelőző és az 

azt követő 6 hónapban az adatbázisunkban (MedBakter) elemeztük a VRE-t hordozók bármely 

más VRE pozitív klinikai mintáját is. A hordozást elősegítő rizikó faktorok meghatározása 

céljából ugyanezen időszakból 93 széklet VRE negatív beteg jellemzőit is vizsgáltuk. Ebbe a 

populációba a betegeket Monte-Carlo szimulációval választottuk ki véletlenszám-generáció 

alapján. Az orvosi adatokat az SPSS szoftver 24.0 verziójával (SPSS Inc.) értékeltük. A VRE-vel 

történő kolonizáció eredményét bináris kategorikus változóként fejeztük ki. Az összes 

kategorikus változót Khi-négyzet próbával elemeztük. Ha az összes várható értékfrekvencia nem 

35 ciklus 
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volt egyenlő, vagy nagyobb volt, mint 5 akkor Fisher-féle valószínűség-tesztet alkalmaztunk, míg 

a logisztikus regressziót alkalmaztuk a folyamatos független változók és kategorikus paraméterek 

meghatározására. A 0,05-nél alacsonyabb p-értéket statisztikailag szignifikánsnak tekintettük.  

Esély hányados tesztet alkalmaztunk a kockázati tényezők és a VRE kolonizáció közötti 

kapcsolat meghatározására. 

 

5.2.9. Esp és biofilmképzés közötti kapcsolat elemzése 

Az adatok értékelését az SPSS szoftver 24.0 verziójával végeztük (SPSS Inc.). A 0,05-nél 

kisebb p-értéket tekintettük statisztikailag szignifikánsnak. Khi-négyzet próbát végeztünk az esp 

gén jelenléte és a biofilm pozitivitás közötti kapcsolat megvizsgálására. Továbbá az esély 

hányados teszt alkalmazásával meghatároztuk a biofilm termelés esélyét abban az esetben 

amennyiben az esp gén jelen van.  
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6. EREDMÉNYEK 
 

6.1. Klinikai mintákból származó VRE törzsek jellemzése 

 A négyéves kutatási időszak alatt összesen 7799 Enterococcust izoláltunk különféle 

klinikai mintákból. Ezek közül 73 nőtt ki a VRE Screen lemezen, melyek 43 betegtől származtak. 

A MALDI-TOF MS-sel történő faji azonosításuk során magas score értékkel (> 2,0) sikerült 

kimutatni, hogy az összes VRE Enterococcus faecium volt. A 3. ábrán látható évek szerint 

lebontva az összes Enterococcus izolátum előfordulása, míg a 4. ábrán megfigyelhetjük, hogy 

2012-ben 3, 2013-ban és 2014-ben 5, 2015-ben pedig már 30 VREfm törzset tudtunk kimutatni.  

Az azonos betegtől származó ismétlődő izolátumokat kizártuk a statisztikai elemzésből. 

 

 

3. ábra: Összes Enterococcus izolátum előfordulása a 

Debreceni Egyetem Klinikáin 

 

4. ábra: VREfm előfordulása a Debreceni Egyetem 

Klinikáin 

 

A VREfm törzsek legnagyobb hányadát sebből/decubitusból (26%), vizeletből (23,3%), 

vérből és kanülből (14-14%) izoláltuk, míg 3 törzs származott rektális törlésből, 2 köpetből és 1-1 

CSF- ból (cerebrospinális folyadék), bronchusmosó folyadékból, endotracheális csőből, pleurális 

folyadékból és hüvelyből (5. ábra). 
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5. ábra: A 43 VRE izolátum mintánkénti megoszlása 

A betegek átlag életkora 57 év volt, majdnem azonos nemek szerinti megoszlással 

(férfiak: 51,2%, nők: 48,8%). 

 

6.1.1. Antibiotikum érzékenységi vizsgálatok eredményei 

Az izolátumok érzékenységét kilenc antimikrobiális szerrel szemben vizsgáltuk,  Kirby-

Bauer féle korrongdiffúzióval, illetve E-teszt alkalmazásával. Az összes izolátum rezisztens volt 

vancomycinnel, ampicillinnel és ciprofloxacinnel szemben, míg 81.4%-uk gentamicinnel 

szemben is. A törzsek 7%-a mutatott rezisztenciát a teicoplanin iránt. Az újabb antibiotikumokkal 

szemben: linezolid, tedizolid, tigecyclin és daptomycin mind fogékonyak voltak (11. táblázat). 
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11. Táblázat: VRE törzsek antibiotikum rezisztenciája 

Antibiotikumok E. faecium n (%) 

É R 

Ampicillin - 43 (100) 

Gentamycin 8 (18.6) 35 (81.4) 

Ciprofloxacin - 43 (100) 

Vancomycin - 43 (100) 

Teicoplanin 40 (93) 3 (7) 

Linezolid 43 (100) - 

Tedizolid 43 (100) - 

Daptomycin 43 (100) - 

Tigecyclin 43 (100) - 

       É: érzékeny, R: rezisztens 

6.1.2. Vancomycin-rezisztencia gének illetve virulencia faktorok kimutatása 

 A rezisztenciagének detektálásához alkalmazott specifikus PCR reakciókat Depardieu és 

mtsai, alapján végeztük. A reakcióelegyek egyaránt tartalmazták a rezisztenciagénekre, valamint 

az E. faecium és E. faecalis D-alanin-D-alanin ligáz (ddl) génekre specifikus primer párokat 

(Depardieu és mtsai. 2004) (6. ábra). A ddl gén-specifikus PCR megerősítette a MALDI-TOF 

MS által történt faji azonosítás eredményeit.  

 

6. ábra: 2528-as minta vizsgálata vanA, vanB és E.faecium-, E.faecalis-ddl specifikus PCR reakcióval. 1. oszlop 

100bp DNS létra, 2. oszlop vanA (732 bp) pozitív kontroll, 3. oszlop  vanB (647 bp) pozitív kontroll, 4. oszlop  E. 

faecium (1091 bp) és 5. oszlop E. faecalis (475 bp) pozitív kontroll. 6-9. oszlop 2528-as minta (vanB pozitív 

E.faecium). 

  

   1.              2.            3.           4.           5.          6.           7.           8.          9. 
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A 43 VREfm izolátum közül 40-nél mutattunk ki vanB (93%) 3 esetében pedig vanA (7%) 

rezisztenciagént (7. ábra). A vanB pozitív izolátumok magas szintű rezisztenciát mutattak a 

vancomycinnel szemben, de érzékenyek voltak a teicoplaninra, míg a vanA pozitív izolátumok 

mindkét antibiotikummal szemben magas szintű rezisztenciát mutattak (10. táblázat) 

 

7. ábra: vanA és vanB törzsek előfordulása 

 Az Esp fehérjét kódoló gén (8. ábra) 7 (16,3%) izolátumban volt jelen, amelyeket 

különféle invazív és nem invazív helyekről származó mintákból nyertünk: vérből, kanülből, 

cerebrospinális folyadékból, bronchusmosásból, köpetből, vizeletből és decubitusból.  

 

8. ábra: 17656-os, 11118-as és 18827-es minták vizsgálata esp virulencia faktor jelenlétére PCR reakcióval.1. oszlop 

100bp DNS létra, 2. oszlop E310-es esp pozitív kontroll, 3. oszlop 17656 esp pozitív törzs, 4. oszlop 11118 esp 

pozitív törzs, 5. sor 16218 esp negatív törzs, 18827 esp negatív törzs 

 

Specifikus PCR termék: 407 bp 
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A 4 éves vizsgálati időszakban az esp pozitív törzsek megoszlását a 9. ábra szemlélteti.  

 

9. ábra: Esp pozitív törzsek megoszlása az adott évben izolált összes VRE izolátumhoz hasonlítva. 

 

Egyik izolátum sem nem adott PCR-terméket a vanC, vanD, vanE, vanG, ace vagy agg 

specifikus primerekkel. 

 

6.1.3. Biofilmképzés 

A vizsgált izolátumok 40%-a volt biofilmképző. A 43 izolátum közül egyik sem bizonyult 

erős biofilmképzőnek, 4 (24%) volt közepes, míg 13 (76 %) bizonyult gyenge biofilmképzőnek 

(12. ábra).  
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10. ábra: Biofilm lépzés vizsgálata a 43 VREfm törzs esetében 

A biofilm képzők 71,4% (5/7) volt invazív, 33,3% (12/36) nem invazív mintából 

származó törzs. A Khi-négyzet próba alapján nem volt statisztikailag szignifikáns korreláció a 

biofilm termelése és az izolációs hely között (p = 0,059). Az esp virulencia gén és a biofilm 

képzése közötti összefüggést a 12. táblázatban láthatjuk. Összefüggést találtunk 90%-os 

megbízhatósággal (p = 0,059) az esp gén jelenléte és a biofilm termelés között. A kontingencia 

táblázat elemzése gyenge összefüggést mutatott (C = 0,28).  Az esélyhányados teszt alapján 

ötször nagyobb az esély a biofilmtermelésre, ha az esp gén jelen van. Két izolátum hordozta az 

esp gént, de nem alakult ki biofilm, míg tizenkét izolátum volt biofilmtermelő anélkül, hogy a 

vizsgált virulenciagéneket hordozták volna (12. táblázat). 
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12. Táblázat: A különböző típusú minták biofilm termelése és a virulenciagének gyakorisága 

közötti kapcsolat 

Minta (n=43) 
Biofilm termelés Virulencia gén  

Biofilm
+esp+ 

Erős Közepes Gyenge Nincs esp ace agg 

In
va

zí
v 

 

Vér (n=6) 0 1 3 2 1 0 0 1 

CSF (n=1) 0 0 1 0 1 0 0 1 

N
e

m
 in

va
zí

v 

Vizelet (n=10) 0 1 4 5 1 0 0 1 

Seb/decubitus 
(n=11) 

0 0 3 8 1 0 0 0 

Kanül (n=6) 0 1 0 5 1 0 0 0 

Rektális törlés 
(n=3) 

0 0 1 2 0 0 0 0 

Hüvely váladék 
(n=1) 

0 0 0 1 0 0 0 0 

Pleurális folyadék 
(n=1) 

0 0 0 1 0 0 0 0 

Köpet (n=2) 0 1 0 1 1 0 0 1 

Endotracheális 
tubus (n=1) 

0 0 0 1 0 0 0 0 

Bronchus mosás 
(n=1) 

0 0 1 0 1 0 0 1 

 

6.1.4. Epidemiológiai vizsgálatok eredményei 

 A VRE törzsek genetikai rokonsági kapcsolatainak feltárásához pulzáló erőterű 

gélelektroforézist használtunk (11. ábra). A PFGE mintázatokat Tenover és mtsai (1995) alapján 

elemeztük ki. PFGE vizsgálatokat a 2012 és 2013-ból származó összes törzs esetében, a további 

években csak az invazív helyekről származóak esetében végeztük el. Az így kiválasztott 23 

VREfm izolátum 9 PFGE-típust tárt fel, ≥ 85% -os hasonlósági határérték alapján (11. ábra). A fő 

pulzotípus az ENTCO-062 volt, ebbe a típusba 11 izolátum tartozott. A pulzotípuson belül 

minden egyes izolátum a vanB rezisztencia gént hordozta.  A második leggyakoribb az ENTCO-

075 volt, melybe 4 izolátum tartozott, melyből 3 hordozta a vanB, 1 a vanA rezisztencia gént.  A 

harmadik leggyakoribb az ENTCO-151, 2 vanA izolátummal. A 6 további PFGE típus 
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mindegyike egyetlen izolátummal jelent meg. A teljes vizsgálati időszak alapján 

megfigyelhettük, hogy 2012 és 2014 között a fő PFGE pulzotípus az ENTCO-062 volt, míg 

2015-ben az izolátumok már változatos pulzotípusokat mutattak (11. ábra).  

 

11. ábra: A 23 VREfm PFGE dendrogramja, MLST szekvencia típusa és a hordozott vancomycin rezisztencia génje 

 

 

 MLST vizsgálatra 14 VREfm izolátumot választottunk ki, mely alapján 6 különböző 

szekvenciatípust (ST) tudtunk elkülöníteni. A domináns ST a ST17 volt melybe 6 vanB 

rezisztencia gént hordozó izolátum tartozott. A további szekvencia típusok az ST117: 2 vanA és 1 

vanB izolátummal, az ST203:2 vanA izolátummal, az ST78, az ST412, és az ST364 egy-egy 

vanB izolátummal. Mindegyik szekvencia típus a 17-es klonális komplexhez (CC17) tartozik, 

mely a nozokomiális E. faecium törzsekre jellemző (12. ábra). A meghatározott ST-ok 

csoportosításához a goeBURST 1.2.1. algoritmust használtuk.   
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12. ábra: Az MLST típusok goeBURST algoritmussal történő klaszterezése. Minden csomópont egy ST-t képvisel, a 

csomópontok mérete tükrözi az ST-n belüli izolátumok számát. A csoport alapítói világos zöld színűek; A kék színű 

vonalak a single locus variánsokat jelzik, a feketék a double locus variánsokat. 

 

6.2. Székletből izolált VRE törzsek jellemzése 

Az első vizsgálati időszakban összesen 2050 széklet mintát vizsgáltunk szilárd VRE 

Screen lemez használatával.  Ezek közül 313 minta (15%) esetében tapasztaltunk fekete színű 

telep növekedést a VRE Screen lemezen. Ez természetesen nem egyezik meg a VRE hordozás 

arányával, ugyanis más, generikusan vancomycin rezisztens fajok, például Lactobacillus, 

Pediococcus vagy Weisella is képes növekedést mutatni ezen a szűrőlemezen.  Továbbá néhány 

normál bélflórához tartozó Gram-negatív baktérium, illetve gomba is kitenyészett. Ezért a 

vizsgálataink további részére a MALDI-TOF mérésekhez csak 266 izolátumot választottunk ki 

telep morfológiájuk alapján. A második vizsgálati időszakban 971 széklet mintát szűrtünk VRE 

dúsító tápfolyadék használatával. Közülük 469 (48%) okozta a dúsító folyadék feketedését, véres 

agarral történő kioltásukat követően makroszkopikus morfológiájuk alapján 264 izolátumot 

választottunk ki a MALDI-TOF-al történő faji azonosításhoz. 2 kolonizált beteg esetében, két 

egymást követő mintájukból különféle VRE fajokat tudtunk elkülöníteni, 7 minta esetében pedig 

ugyanazon mintából két különböző enterococcus faj tenyészett ki.  Mindegyik esetet egymástól 

függetlenül pozitívnak tekintettük, így összességében a teljes vizsgálati időszakot tekintve 102 

VRE pozitív székletmintával dolgoztunk, melyek 93 betegtől származtak. 
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6.2.1. Enterococcus törzsek azonosítása, antibiotikum rezisztenciája 

MALDI TOF-al történő faji azonosítás alapján 71 törzs Enterococcus faeciumnak 

bizonyult. Érdekes módon a második leggyakoribb faj az E. gallinarum (n = 23) volt, melyet 5 E. 

faecalis, 2 E. casseliflavus és 1 E. hirae követett (13. táblázat). Az E. faecium izolátumok közül 

33 volt vanA és 38 vanB pozitív. Csak 4 vanA és 1 vanB pozitív E. faecalis törzset mutattunk ki. 

Az egyetlen E. hirae-ről kiderült, hogy vanA pozitív. Természetesen az összes E. gallinarum 

hordozta a VanC1 rezisztencia gént és az összes E. casseliflavus pedig a VanC2 gént. A VanB 

pozitív izolátumok magas szintű rezisztenciát mutattak a vancomycinnel szemben (medián MIC> 

256 μg / ml) és érzékenyek voltak a teicoplanin iránt, míg a vanA pozitív izolátumok mindkét 

antibiotikummal szemben magas szintű rezisztenciát mutattak (medián vancomycin MIC> 256 

µg / ml; medián teicoplanin MIC = 32 µg / ml) (12. táblázat). Az összes vanC törzs alacsony 

szintű vancomycin rezisztenciát mutatott (medián MIC = 4-6 μg / ml), és mind érzékenyek voltak 

a teicoplaninra. Szerencsére az összes izolátum érzékeny volt az újabb antibiotikumokra, például 

a linezolidra, a tigecyclinre és a daptomycinre. Quinupristin/dalfopristin rezisztenciát négy E. 

faecalis izolátumban tudtunk detektálni (3,9%) (13. táblázat). 

13. Táblázat: A székletmintákból származó VRE törzsek antibiotikum rezisztenciája 

 
MIC arány µg/mL (Rezisztencia %) 

Faj (db) Van Tei Lin Dap Tig Q/D 

E. faecium (71) 
6-256  

(100) 

0.125-256 

(47.9) 

0.5-1 

(0) 

0.5-2 

(0) 

0.032-0.125 

(0) 

0.25-4 

(0) 

E. gallinarum (23) 
4-6 

(100) 

0.125-0.5 

(0) 

0.25-1 

(0) 

0.5-2 

(0) 

0.032-0.125 

(0) 

0.5-4 

(0) 

E. faecalis (5) 
>256 

(100) 

0.125 -256 

(80) 

0.5-1 

(0) 

0.125-1 

(0) 

0.032-0.125 

(0) 

4-8 

(80) 

E. casseliflavus (2) 
6 

(100) 

0.125 

(0) 

0.5-1 

(0) 

0.5-1 

(0) 

0.064 

(0) 

1-2 

(0) 

E. hirae (1) 
>256 

(100) 

32 

(100) 

1 

(0) 

2 

(0) 

0.032 

(0) 

4 

(0) 

MIC: minimális gátló koncentráció; Van, vancomycin; Tei, teicoplanin; Lin, linezolid; Dap, daptomycin; Tig, 

tigecycline; Q/D, quinupristin/dalfopristin. 
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6.2.2. VRE törzset hordozó betegek epidemiológiai jellemzői 

A betegek jellemzőit a 14. táblázat foglalja össze. A VRE hordozók életkora 8 hónap és 

102 év között volt, az átlagéletkor 47 év volt. A többségük (71%) felnőtt volt, valamint kissé női 

dominancia volt megfigyelhető (59,1%). A VRE szűrést megelőző 6 hónapban az átlag kórházi 

tartózkodásuk 25 nap volt. Csak 7 VRE hordozó volt járóbeteg. A leggyakrabban előforduló 

alapbetegségek a rosszindulatú daganatok (22,6%), a cukorbetegség és a különböző eredetű 

fertőzéses megbetegedések (21,5%) voltak. A vizsgált rizikó faktorok közül a normál bélflóra 

hiányt 24,7% -ban találtunk, 18 (19,4%) VRE hordozó esetében mutattunk ki C. difficile toxin 

pozitív infekciót legalább egyszer a szűrés időpontjában vagy az azt megelőző 6 hónapban. A 

mesterséges lélegeztetés alkalmazása szintén gyakori volt (10,8%) (14. táblázat).  

A 93 kolonizált és nem kolonizált beteg statisztikai elemzése kimutatta, hogy a 

cukorbetegség, a normál flóra hiány, a C. difficile pozitivitás, a hosszabb kórházi tartózkodás és 

az előrehaladott életkor szignifikánsan hozzá társul a VRE kolonizációjához. A legnagyobb esély 

cukorbetegség esetén fordult elő. A VRE hordozás pozitivitási esélye ezekben a betegekben 

12,46-szoros. (14. táblázat).  
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14. Táblázat: VRE kolonizációval kapcsolatos betegek jellemzői 

Betegek jellemzői 
VRE 

kolonizált 

n=93 (%) 

VRE nem 

kolonizált 

n=93 (%) 

OR (95% - CI) p-érték 

Kor, (évek, átlag ± SD)* 47 ± 34.2 29 ± 32.7 1.016 (1.007 – 1.025) <.0001 

Nő arány 55 (59.1) 49 (52.7) 1.299 (0.727 – 2.321) 0.37 

Kórházi tartózkodás (napok, átlag, 

arány)* 

25, 0 – 215 11, 0 – 70 1.042 (1.024 – 1.060) <.0001 

Alapbetegség     

Cukorbetegség* 20 (21.5) 2 (2.2) 12.46 (2.822 – 55.08) <.0001 

Szív és érrendszeri 9 (9.7) 6 (6.4) 1.55 (0.529 – 4.554) 0.420 

Rosszindulatú daganat 21 (22.6) 13 (14) 1.79 (0.838 – 3.843) 0.129 

Májcirrhosis 2 (2.2) 2 (2.2) 1 (0.137 – 7.253 ) 1 

Légzési elégtelenség 3 (3.2) 2 (2.2) 1.51 (0.247 – 9.293) 0.5 

Gasztrointesztinális  4 (4.3) 7 (7.5) 0.55 (0.156 – 1.953) 0.26 

Fertőzés1 20 (21.5) 58 (62.7) 0.16 (0.086 – 0.316) <.0001 

Vese elégtelenség 7 (7.5) 1 (1.1) 0.133 (0.016 – 1.107) 0.032 

Egyéb2 7 (7.5) 2 (2.2) 0.27 (0.054 – 1.335) 0.08 

Rizikó faktorok     

Intravénás katéter 5 (5.4) 14 (15) 0.32 (0.110 – 0.930) 0.029 

Dialízis 3 (3.2) 1 (1.1) 3.06 (0.313 – 30.035) 0.31 

Nasogastricus szonda 3 (3.2) 4 (4.3) 0.7417 (0.161 – 3.409) 0.5 

Tracheostomia 6 (6.5) 1 (1.1) 6.34 (0.748 – 53.778) 0.059 

Mesterséges lélegeztetés 10 (10.8) 6 (6.4) 1.74 (0.607 – 5.021) 0.296 

Normal flora hiány* 23 (24.7) 4 (4.3) 7.31 (2.412 – 22.118) 0.0001 

C. difficile pozitivitás* 18 (19.4) 8 (8.6) 2.55 (1.048 – 6.202) 0.0344 

SD, standard deviation (szórás) 1: bronchitis, pneumonia, húgyúti infekciók, hasmenés, szepszis, vírusos 

fertőzések, toxikus shock szindróma, újszülöttkori distressz szindróma 2: hipovolémia, aplasztikus 

anémia, elektrolit zavar, hepatosplenomegália, hipogammaglobulinémia, szisztémás lupus erythematosus. 

*: szignifikáns kapcsolat a VRE kolonizációval  
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A VRE kolonizált betegek 78,5% -a kapott legalább egyféle antibiotikumot a székletminta 

szűrését megelőző 6 hónapban. Közülük a metronidazolt használták a leggyakrabban (47,3%), 

majd a külömböző cefalosporinokat (40,9%) (13. ábra). 

 

13. ábra: 93 VRE kolonizált beteg antibiotikum fogyasztása a szűrést megelőző 6 hónapban 

 

6.2.3. Szűrőmódszerek jellemzése 

A VRE szilárd Screennel és dúsító táptalajjal végzett szűréseink eredményeit a 15. 

táblázat tartalmazza. Az első vizsgálati időszakban a szilárd screen 2050 székletmintából 46 

VRE-t (2,2%) azonosított, míg a második időszakban a VRE dúsító táptalaj 56 VRE-t (5,8%) 

tudott detektálni 971 székletből. Érdekes módon, a második időszakban 1 vancomycin rezisztens 

E. hirae-t is sikerült azonosítani.  

 

 

 

 



53 
 

 

15. Táblázat: VRE izolátumok detektálása szilárd és folyékony dúsító használatával 

Izolált törzsek 

1. Vizsgálati időszak 

 VRE Screen lemez 

(2050 minta) 

2. Vizsgálati időszak 

 Folyékony VRE dúsító 

(971 minta) 

E. faecium (n=71) 

E. gallinarum (n=23) 

E. faecalis (n=5) 

E. casseliflavus (n=2) 

E. hirae (n=1) 

27 

15 

3 

1 

0 

44 

8 

2 

1 

1 

Összesen: 46 (2,2 %) 56 (5,8 %) 
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7. MEGBESZÉLÉS 
 

Magyarországon az első, az egészségügyi ellátással összefüggő VRE jáványt egy vanB 

izolátum okozta 2004-ben egy hematológiai és őssejt transzplantációs osztályon (Böröcz és mtsai 

2005). Ezt követően Libisch és mtsai (2008) jellemezték a magyarországi és szerbiai VRE 

klinikai izolátumokat, és dokumentálták a CC17 előfordulását. Azóta csak néhány ilyen jellegű 

magyar felmérést tettek közzé, amelyek az állattenyésztésből származó izolátumokat vizsgálták 

(Ghidán és mtsai. 2008, Dolka és mtsai. 2016). Korábban kutatócsoportunk felmérte a VRE 

prevalenciáját 2004 és 2009 között a Debreceni Egyetem klinikáin, és megállapította, hogy a 

VanC pozitív E. gallinarum és E. casseliflavus törzsek dominálnak (Dombrádi és mtsai. 2012). 

Azóta ez a kép megváltozott. Az ECDC legfrissebb adatai rámutattak az invazív VREfm 2012 és 

2018 közötti jelentős növekedésére (ECDC 2018). Ezen jelentés alapján, Magyarországon az 

invazív izolátumok száma 3,5% -ról 39,5% -ra emelkedett. Hasonló tendenciákat jelentettek a 

szomszédos országokból, ahol a VREfm izolátumok aránya szintén nőtt; Szlovákiában 4,9% -ról 

32,3% -ra, Romániában 2,9% -ról 40,3% -ra és Horvátországban 0-ról % 25,4%-ra. Az 

országosan emelkedő tendenciával összhangban mi is hasonlót figyeltünk meg a keleti régióban 

található oktató kórházunkban, ahol az invazív és nem invazív VREfm aránya 2011 és 2015 

között 1,7% -ról 11% -ra emelkedett (Franyó és mtsai. 2018).  

A vancomycin rezisztenciagének eloszlása tekintetében ismert, hogy az Egyesült 

Államokban a vanA dominál, míg Ausztráliában a vanB gyakoribb, Európában azonban mind a 

vanA, mind a vanB pozitív VRE megtalálható (Howden és mtsai. 2013). Magyarországon a VRE 

prevalenciája 2011 óta növekszik, többségük vanA rezisztencia gént hordozó E. faecium, a 

második leggyakoribb pedig a vanB–t hordozó E. faecium. Érdekes, hogy vizsgálatunk során csak 

3 izolátum adta a várható 1030 bp-os amplifikációs terméket a vanA-specifikus primerekkel. 

Ezek az izolátumok mind a teicoplaninnal, mind a vancomycinnel szemben rezisztensnek 

bizonyultak az antibiotikum érzékenységi vizsgálatainkban.  A fennmaradó 40 izolátum a vanB 

rezisztencia gént kódolta, tehát érzékeny volt teicoplaninra.  

A klinikai mintákból származó VREfm izolátumaink multirezisztensnek bizonyultak. Az 

ampicillin-rezisztencia gyakorisága 100% volt, a törzsek nagy százaléka szintén rezisztenciát 

mutatott a gentamicinnel szemben (81,4%). Az aminoglikozidok (gentamicin) és a sejtfalat 
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támadó aktív szerek (ampicillin) közötti szinergizmus elmaradása miatt ez komoly probléma, 

mivel csökkenti az enterococcus fertőzések lehetséges kezelési lehetőségeit. Ez a rezisztencia 

arány hasonló az Iránban tapasztaltakhoz (Arshadi és mtsai. 2017), viszont még mindig 

alacsonyabb, mint Koreában, ahol a gentamicin rezisztencia egy tanulmány alapján 95,2% volt 

(Oh és mtsai. 2005).  Oh és mtsai. azt is kimutatták, hogy az összes általuk izolált VRE rezisztens 

volt ciprofloxacinnal szemben, melyet mi is megfigyeltünk a klinikai izolátumainknál. A VRE 

megjelenése és gyors elterjedése miatt az újabb antibiotikumok, mint a linezolid, a tedizolid, a 

tigecyclin és a daptomicin használata megnövekedett. Linezolid rezisztens VRE-ről már 

beszámoltak Németországból, Görögországból, Írországból, az Egyesült Államokból és 

Brazíliából is (Krull és mtsai. 2016, Souli és mtsai. 2009, O’Driscoll és mtsai. 2015, Gonzales és 

mtsai. 2001, Zurenko és mtsai. 1999, De Almeida 2014). Egy 5 éves felmérés alapján -melyet az 

Egyesült Államokban és európai kórházakban közösen végeztek- megfigyelték, hogy a VREfm 

izolátumok több mint 97%-a továbbra is fogékony a tigecyclinnel és daptomicinnel szemben 

(Bensaci és mtsai. 2017). Ugyanez a cikk megállapítja, hogy noha jelenleg nincsenek jóváhagyott 

EUCAST határértékek a tedizolidra vonatkozóan, a szer továbbra is aktív minden enterococcus 

faj esetében.  Német kutatók által gyűjtött 73 E. faecium és E. faecalis törzs vizsgálata 

bebizonyította, hogy a tigecyclin 3 éven belül használhatatlan lesz a törzsekkel szemben (Fiedler 

és mtsai. 2016). Kelesidis és mtsai (2011), egy irodalmi kutatást végeztek, mely alapján a 

daptomicin rezisztencia aránya 1% volt a VRE-k körében. Saját kutatásunkban a fent említett 

antibiotikumokat találtuk a leghatékonyabb szereknek az izolátumokkal szemben. 

A vizsgált virulencia faktorok közül az Ace-t kódoló gén, amely hasonló a 

Staphylococcus aureus törzsben fellelhető egyik kollagén-kötő proteinhez (Nallapareddy és 

mtsai. 2000), egyik vizsgált törzsben sem fordult elő. Ez megegyezik más kutatócsoportok 

korábbi megállapításaival, melyek leírják, hogy csak az E. faecalis-ban találták meg (Dupré és 

mtsai. 2003, Cariolato és mtsai. 2008, Chajecka-Wierzchowska és mtsai. 2017). Hasonlóképpen, 

a vizsgált VREfm izolátumok egyike sem hordozta az agg gént, szintén összhangban más szerzők 

eredményeivel (Soares és mtsai 2014, Eaton és Gasson 2001). Cariolato és mtsai ezt a gént 

túlnyomó részt E. faecalis esetében azonosították (Cariolato és mtsai. 2008). Vizsgálatunkban az 

esp volt az egyetlen virulencia faktor, amelyet a törzsek 16,3%-ában megtaláltunk. Számos 

korábbi tanulmány kimutatta, hogy az esp az egyik jellemzője a kórházakban elterjedt 

antibiotikum-rezisztens E. faecium törzseknek (Willems és mtsai. 2001, Leavis és mtsai. 2004, 
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Eaton és Gasson 2001, Coque és mtsai. 2002). Egyes szerzők szerint ez a gén fontos szerepet 

játszhat a biofilm képzésben (Toledo-Arana és mtsai. 2001, Tendolkar és mtsai. 2004), míg 

mások szerint ez a gén nem szükséges hozzá (Ramadhan és mtsai. 2005, Dupré és mtsai. 2003, 

Raad és mtsai. 2005). Kutatócsoportunk vizsgálta a biofilm képzést és annak kapcsolatát a 

virulencia gének jelenlétével. Megállapítottuk, hogy az esp gén és a biofilm termelés közötti 

kapcsolat statisztikailag szignifikáns (p = 0,059) volt, 90% -os megbízhatósággal.  Amennyiben 

az esp jelen van a törzsben, a biofilm termelésnek az esélye ötször nagyobb. A biofilm 

kialakulása azonban függetlenül az esp-től, számos egyéb mechanizmuson is alapulhat 

(Mohamed és Huang 2007). 

A molekuláris tipizálás kimutatta a VREfm izolátumok klonális kapcsolatát. A PFGE 

vizsgálat 9 különböző pulzotípust mutatott ki (10. ábra). A törzsek 74%-át 3 fő klaszterbe lehet 

csoportosítani, jelezve a monoklonalitást. Az MLST alapján a 14 VREfm izolátumot hat 

szekvencia típusba lehetett besorolni, melyek mindegyike a 17-es klonális komplexhez tartozik. 

Közülük négy (ST17, ST117, ST78, ST203) képviseli a fő ampicillin-rezisztens kórházi eredetű 

klónt (11. ábra). A CC17-et különösen virulensnek írják le és különböző kórházi járványokkal 

hozható összefüggésbe a világ minden részén (Libisch és mtsai. 2008, Yang és mtsai. 2015, 

Ochoa és mtsai. 2013, Van Schaik és mtsai. 2010, Werner és mtsai. 2008, Coombs és mtsai. 

2014).  Kinolon- és ampicillin rezisztencia, valamint egy patogenitási sziget jellemzi, amely 

gyakran tartalmaz virulenciafaktor géneket, mint például az esp-t vagy hialuronidázt (hyl) 

(Willems és mtsai. 2005, Leavis és mtsai. 2004, 2006). Bár törzseink a CC17-et képviselték, nem 

mindegyikben (7/43) volt megtalálható az esp hasonlóan más tanulmányokhoz (Elhani és mtsai. 

2014, Billstrom és mtsai. 2010). Ismert ugyanis, hogy erősebb kapcsolat van a CC17 és az 

ampicillin rezisztencia, mint a CC17 és az esp gén jelenléte között (Willems és mtsai. 2005). 

Kísérleteink elején 2012-ben az ENTCO-062 pulzotípus volt az uralkodó, ám 2014-ben és 2015-

ben ez kevésbé volt jellemző. Bár 5 izolátum 100% -os hasonlóságot mutatott ebben a 

klaszterben (ST17 és vanB genotípus), ezek sporadikus eseteknek bizonyultak, járványt nem 

tapasztaltunk. A vizsgálati időszak végén 2015-ben az ENTCO-075 pulzotípus volt a gyakoribb. 

Érdekes, hogy két izolátum (38901, 39378) is vérmintából származott, azonos szekvencia típussal 

(ST117), és mindkettő negatív volt az esp génre, de az egyik VanA, a másik VanB pozitív volt 

(10. ábra). A további elemzéseink feltárták, hogy a két törzs izolálási ideje nagyon közel esett 

egymáshoz (5 napon belül), ám a minták különböző intézményekből származtak. Ezekben az 
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esetekben mind a vanA, mind a vanB génnek a megszerzése külön eseményként fordult elő. A 

harmadik leggyakoribb pulzótípus az ENTCO-151 volt, mely kettő ST203-ba tartozó VREfm-ot 

tartalmazott vanA és esp pozitívitással.  

Az ST412 és ST364 szekvencia típusokhoz tartozó VREfm izolátumokat a 

kutatócsoportunk írta le először a Közép-Európai régióban. Az ST364 kimutatása kivételesen 

jelentős. Ezt az ST-t (15-1-1-44-1-20-1) először Zhu és mtsai. (2009) írták le Pekingben és 

tudomásunk szerint eddig csak egyetlen egy ilyen szekvencia típusú törzsről számoltak be 

Tajvanban (Lu és mtsai. 2012, Zhu és mtsai. 2009). Az ST412 számos országban megtalálható, 

főleg az Egyesült Államokban és Nyugat-Európában, de a hivatalos adatbázis szerint még nem 

regisztrálták Európában (Da Silva és mtsai. 2017, Panesso és mtsai. 2010, Damani és mtsai. 

2010). A 2 izolátumot a régióban először azonosított szekvencia típusokkal a kutatócsoportunk 

továbbította a nemzetközi adatbázis számára (pubmlst.org). 

Kutatócsoportunk 2004 és 2009 között elsősorban vanC pozitív E. gallinarum és E. 

casseliflavus fajokat izolált klinikai mintákból. Azóta beszámoltunk arról, hogy az invazív és 

nem invazív klinikai mintákban emelkedik a vancomycin-rezisztens E. faecium törzsek száma 

(Dombrádi és mtsai. 2012, Franyó és mtsai. 2018;). Mostanáig nem állt rendelkezésünkre 

információ a VRE székletben való hordozásáról annak ellenére, hogy a tünetmentesen 

kolonizáltak különböző nozokomiális fertőzések forrásaként szolgálhatnak. 2016-ban a VRE 

prevalenciája 3,2% volt a klinikai mintákban a rutin tenyésztésben használt szilárd VRE Screen-t 

alkalmazva. Kutatásom során 2016-ban két periódusban megvizsgáltuk a gastrointestinális VRE 

hordozás arányát; ugyanazt a szilárd VRE Screent alkalmazva ez 2,2%-os, míg folyékony dúsítót 

alkalmazva 5,8% -os hordozási arányt jelentett. Mivel nem azonos a két időszak ez eredhetett az 

eltérő mintaszámból is. 

A különböző földrajzi régiókat tekintve, Európában a VRE kolonizációs aránya körülbelül 

20% (Alevizakos és mtsai. 2016). Amint a kolonizáció megtörténik, hónapoktól akár évekig 

megmaradhat (Nelson és mtsai. 2014). Számos kutató feltételezi, hogy a VRE fertőzés forrása a 

különböző szennyezett élelmiszerek, melyek rezervoárként szolgálhatnak, melynek 

fogyasztásával a nem hospitalizált betegek kolonizálódhatnak (Cetinkaya és mtsai. 2000). A 

hozamnövelőként használt avoparcint, mely az állatokban kiszelektálja a VRE-t, 1998-ban 

betiltották Magyarországon, a következő években pedig a VRE rátájának csökkenését írták le a 
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brojlercsirkék esetében (Kaszanyitzky és mtsai, 2007). 2005-ben azonban még 2 vanA VRE 

törzset izoláltak a levágott baromfikból (Ghidán és mtsai. 2008). Vizsgálatunk során 93 VRE 

hordozó epidemiológiai adatait elemeztük. 24,7%-uk esetében a rutin tenyésztés normál bélflóra 

hiányt mutatott ki a szűrés időpontjában, vagy az azt megelőző 6 hónapban legalább egyszer (14. 

táblázat). Ez a normál bél mikrobiom egyensúly felborulásának aggasztó jele, mely a hordozók 

egynegyedében volt jelen. 22 (23,7%) VRE hordozó kórtörténetében nem szerepelt 

mikrobiológiai tenyésztés a széklet szűrése előtt, a fennmaradó 71 közül pedig csak 3 betegnek 

volt VRE pozitív valamilyen más klinikai mintája, azonban ezek mind vizeletminták voltak, 

vagyis a vizelet minta széklettel történő szennyeződése nem zárható ki. 8 hordozó klinikai 

mintájából tenyészett ki VRE a szűrésünket követő 6 hónapban; 3 közülük azonos volt a fent 

említett betegekkel (vizelet), 3 széklet mintából tenyészett ki, 2 pedig invazív mintákból (vér, 

kanül) származott.  A 93 VRE hordozó közül 18-nak volt C. difficile pozitív lelete a szűrés 

időpontjában vagy az azt megelőző 6 hónapban, de csak 12 részesült vancomycin kezelésben. 17 

VRE hordozó kapott vancomycint, de nem volt az anamnézisében C. difficile pozitivitás. 

Statisztikai elemzéseink alapján megállapíthatjuk, hogy a C. difficile pozitivitás és a VRE 

kolonizáció közötti kapcsolat statisztikailag szignifikáns volt (p=0,0345), hasonlóan egy korábbi 

tanulmányhoz (Özsoy és Ilke, 2017). A VRE pozitivitás esélye 2,55-szer nagyobb C. difficile 

pozitív betegekben (14. táblázat). A vancomycin terápiában részesülő betegek esetén 

megállapítottuk, hogy a VRE pozitivitás esélye 13,59-szer magasabb, mint ha nem adtak volna 

nekik vancomycin kezelést. Összegezve elmondhatjuk, hogy 5,39-nél nagyobb eséllyel válhat 

VRE hordozóvá valaki a vancomycin kezelés után, mint a C. difficile fertőzés után.  

Az irodalommal összhangban kutatócsoportunk is leggyakoribb alapbetegségként a 

malignitást mutatta ki a VRE-t hordozók körében (22,6%) (Sohn és mtsai. 2013; Cetinkaya és 

mtsai. 2000). Alevizakos és mtsai. (2016) kimutatták, hogy a VRE kolonizált rosszindulatú 

daganatos betegek esetében 24,15-ször nagyobb valószínűséggel alakulnak ki véráram-

fertőzések. Vizsgálatunk során a különböző infekciók és a cukorbetegség csaknem olyan gyakori 

volt, mint a rosszindulatú daganatok. Egy indiai oktató kórház intenzív osztályán megállapították 

(Amberpet és mtsai. 2016), hogy a cukorbetegség (23,7%) volt a második leggyakoribb kockázati 

tényező hasonlóan, mint a mi felmérésünkben. A VRE hordozók 21,5%-ánál nem volt 

dokumentált alapbetegség a kórtörténetükben, csupán valamilyen jellegű fertőzés (14. táblázat). 

Nyilvánvalóan, a fertőzések nagy hatással voltak a kórházi tartózkodás idejére és a választott 
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antibiotikum terápiára. A járóbetegekkel együtt (7/93) a VRE hordozók teljes kórházi 

tartózkodása 0-215 nap volt, átlagosan 25 nap. A tartós kórházi tartózkodás egyértelműen fontos 

rizikótényezőnek bizonyult, mások eredményeihez hasonlóan (Purohit és mtsai. 2017; Sohn és 

mtsai. 2013; Cetinkaya és mtsai. 2000). A hosszabb kórházi ápolás megnövekedett antibiotikum 

fogyasztást eredményez, a hordozók csupán 21,5%-a nem kapott antibiotikum terápiát. A 

kolonizált és nem kolonizált betegek statisztikai elemzése magas VRE kolonizációs 

valószínűséget tárt fel az alábbi jellemzők esetén: cukorbetegség, a normál enterális flóra hiánya, 

C. difficile pozitivitás, hosszabb kórházi tartózkodás, valamint előrehaladott életkor. A 

leggyakrabban alkalmazott antibiotikum a metronidazol volt (47,3%), ezt követték a 

cefalosporinok (40,9%) és penicillinek (38,7%). A hordozók 31,2%-a kapott vancomycint, amely 

a karbapenemmel együtt a negyedik leggyakrabban alkalmazott szer volt (13. ábra). További 

vizsgálatok következetesen kimutatták, hogy a vancomycinnel, a harmadik generációs 

cefalosporinnal és/vagy az anaerobokra ható szerekkel végzett terápia fontos szerepet játszik a 

VRE-vel történő kolonizációs folyamatban, mivel nincs aktivitásuk ellene (Karki és mtsai. 2012; 

Sohn és mtsai. 2013; Donskey és mtsai. 2000). Továbbá az enterococcusok alacsony vagy 

közepes szintű intrizik rezisztenciával rendelkeznek a penicillinekkel és a karbapenemekkel 

szemben (Top és mtsai. 2008). Vizsgálatunkban 13,59-szer magasabb VRE pozitivitást találtunk 

vancomycin terápia esetén, mint anélkül.  

A fajok identifikálásához MALDI-TOF tömegspektrométert alkalmaztunk. Ez egy 

viszonylag új technika, melyet a közelmúltban vezettek be a klinikai mikrobiológiába. A 

riboszómális protein profil alapján gyorsan azonosítja a baktériumok széles skáláját faji szinten 

(Seng és mtsai. 2009; Gekenidis és mtsai. 2014). A rutin diagnosztikában alkalmazott 

hagyományos módszerekkel összehasonlítva a MALDI-TOF előnyei között szerepel a minimális 

mintaelőkészítés, a gyors és összehasonlítható eredmények, a rövidebb leletátfordulási idő és az 

alacsonyabb reagens költségek (Carbonnelle és mtsai. 2011). A VRE törzsek székletből történő 

azonosítása során 102 VRE-t identifikáltunk faji szinten ezzel az új technikával. Az összes 

izolátum magas score értékű eredményt adott, amely megerősíti, hogy ez a módszer kiváló a 

baktériumok azonosítására. MALDI-TOF nélkül, és csak a szilárd táptalaj vagy dúsító 

feketedésére támaszkodva (a vancomycinre generikusan rezisztens eszkulint hidrolizáló egyéb 

mikrobák miatt) sokkal magasabb ál-VRE pozitívitást kaptunk volna, mint azt Ieven és 
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munkatársai is megállapították (Ieven és mtsai. 1999). A mi esetünkben ez szilárd táptalajjal 

12,8%, dúsító táptalajjal 42,2% lett volna. 

2012-2015 közötti vizsgálatunkban 40 vanB és 3 vanA E. faecium izolátum detektálásáról 

tudtunk beszámolni klinikai mintákból (Franyó és mtsai 2018). 2016-ban a klinikai mintákból 

izolált VRE előfordulása a következő volt; 33 vanB E. faecium és 21 vanA E. faecium. Ez azt 

mutatja, hogy nemcsak a VREfm gyakorisága növekedett az előző évekhez képest, hanem a vanA 

izolátumok aránya is. A VRE E. faecalis aránya továbbra is alacsony maradt (1 vanA és 1 vanB 

izolátum). A széklet minták vizsgálata kimutatta, hogy a széklet VRE izolátumok faji és 

genotípus szerinti megoszlása hasonló volt a klinikai izolátumokéhoz; 71 E. faecium (38 vanB, 33 

vanA) és 5 E. faecalis (1 vanB, 4 vanA). Annak ellenére, hogy a székletből izolált második 

leggyakoribb faj az E. gallinarum (23 db) volt, a klinikai minták között ez csak 2004-2009 között 

volt megfigyelhető (Dombrádi és mtsai. 2012). Érdekes, hogy a szilárd szűrőtáptalaj valamivel 

több E. gallinarum-ot azonosított, mint a dúsító, de ennek oka lehet, hogy a két különböző szűrési 

periódus eltért egymástól. Az E. casseliflavus aránya alacsony volt (15. táblázat). 

Egy érdekes esetben egy betegnél vanA E. hirae kolonizációt tudtunk kimutatni, a szűrést 

egy hónappal megelőzően pedig vanA E. faecium tenyészett ki a székletéből. Ebben az esetben 

feltételezhető, hogy a vanA gén átadása történt a két faj között, bár ezt a hipotézist nem 

erősítettük meg molekuláris módszerekkel. A teljes szűrési periódus alatt összesen 37,3% vanA 

rezisztencia gént hordozó VRE-t detektáltunk, ami aggasztó, mivel a vanA átvihető más 

genusokba tartozó nozokomiális kórokozókra, például a Staphylococcus aureus-ba (Noble és 

mtsai. 1992). 

Az intestinális VRE izolátumok érzékenyek voltak az újabb szerekkel szemben (13. 

táblázat). Az öt E. faecalis izolátum közül csak 4 volt rezisztens a quinupristin-dalfopristinre 

(Q/D). Habár az Enterococcus faecalis fajok az lsa gén expressziója miatt intrinzik 

rezisztenciával rendelkeznek a Q/D-vel szemben, azok a klinikai izolátumok, amelyekben ennek 

a génnek a mutációja történt, érzékenyek lehetnek (Dina és mtsai. 2003). 

A VRE kolonizáció gyakoriságát nehéz összevetni a többi tanulmánnyal a 

betegpopuláció, a minta típusa, a különféle táptalajokat alkalmazó kimutatási módszerek és/vagy 

a glikopeptid-koncentrációk különbségei miatt (Gambarotto és mtsai. 2000). Sok kórházban a 

rektális tampont használják a multirezisztens kórokozók felmérésére, de D'Agata és munkatársai 
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(2001) vizsgálatukban megállapították, hogy a rektális tenyésztés nem azonosította a 

gastrointestinalis kolonizációk nagy részét. Ezért kutatócsoportunk úgy döntött, hogy 

vizsgálatainkhoz a tenyésztésre érkező széklet mintákat használjuk. Számos cikk azt is leírta, 

hogy a folyékony dúsítás javítja a kimutatás érzékenységét (Ieven és mtsai. 1999; Gambarotto és 

mtsai 2000; Novicki és mtsai 2004). Ezt kívántuk tesztelni, azonban vizsgálatunk egyik korlátja 

volt, hogy csak két egymást követő időszakot vizsgáltunk a két különböző módszerrel, így a 

szilárd szűrőtáptalaj és a dúsító közvetlen összehasonlítását nem lehet elvégezni. Annak ellenére 

azonban, hogy a folyékony dúsítás jobbnak tűnik, a szilárd screen alkalmazása kevésbé munka- 

és időigényes így könnyebben megvalósítható a rutin diagnosztika során. 
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8. ÖSSZEFOGLALÁS 
 

Az antibiotikum rezisztens Gram-pozitív baktériumok közül a vancomycinre rezisztens 

enterococcusok (VRE) előfordulási gyakorisága jelentősen megnőtt az elmúlt években. 

Tanulmányom célja volt a klinikai mintákból izolálható törzsek surveillance-e keretében a VRE 

gyakoriságának vizsgálata, molekuláris és epidemiológiai jellemzése, valamint a VRE székletben 

való hordozásának felmérése, a hordozást esetlegesen elősegítő rizikófaktorok megállapítása.  

A 2012-2015 közötti időszakban 40 vanB és 3 vanA rezisztencia gént hordozó E. faecium-

ot azonosítottunk, amleyek a legújabb antibiotikumokra, - linezolid, tedizolid, tigecyclin és 

daptomycin- még érzékenynek bizonyultak. MLST alapján a kórházi törzsekre jellemző klonális 

komplex 17-hez (CC17) tartoztak. Kutatócsoportunk először mutatta ki az ST412 és ST364 

szekvencia-típusokba tartozó izolátumokat a Közép-Európai régióban. PFGE vizsgálataink 

alapján 9 különböző pulzotípust tudtunk ki mutatni. A törzsek 74%-át 3 fő klaszterbe (ENTCO-

062, ENTCO-075, ENTCO-151) lehetet csoportosítani jelezve a monoklonalitást. Bár 5 izolátum 

100% -os hasonlóságot mutatott az ENTCO-062-es klaszterben, ezek sporadikus eseteknek 

bizonyultak. 

Bebizonyítottuk a VRE törzsek székletben történő hordozását a keleti régióban. Kétféle 

módszert alkalmazva a hordozás 2,2% volt szilárd screent használva, illetve 5,8% folyékony 

dúsítóval. Összehasonlítva a klinikai és a széklet mintákból származó VRE törzseket a fajok és a 

rezisztencia gének megoszlása hasonlónak bizonyult, mely utalhat az előbbiek székletből történő 

eredetére. Érdekes módon kutatócsoportunk a székletből izolált második leggyakoribb fajnak az 

E. gallinarum-ot találta, mely a klinikai mintákban csak 2009-ig volt jelen, később a 

rezisztensebb vanA/vanB törzsek kiszorították. 

Eredményeink alapján javasoljuk az enterococcusok elleni kevésbé hatékony 

antibiotikumok használatának korlátozását, a rizikó csoportba tartozó betegek szűrését: 

rosszindulatú daganatos betegek, cukorbetegek, hosszas kórházi ápoláson átesettek illetve 

korábbi C. difficile fertőzöttek. A vizsgált időszakban nem tapasztaltunk járványt, azonban az 

MRSA folyamatosan növekvő magas prevalenciája, a C. difficile fertőzések növekvő száma, a 

vancomycin fokozott alkalmazását kívánja. A jövőben emiatt számíthatunk a VRE törzsek 

további emelkedésére, különösen a nozokomiális fertőzések esetén. Az invazív VREfm fertőzések 
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jelentős növekedése miatt kiemelt jelentősége van a megfelelő infekciókontrollnak, a 

fertőzött/kolonizált beteg elkülönítésének, és az antibiotikum terápia célzott és szakszerű 

alkalmazásának. 
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9. SUMMARY 
 

Among the antibiotic-resistant Gram-positive bacteria the incidence of vancomycin-

resistant Enterococci (VRE) has increased significantly over the past years. The aim of our 

surveillance study was to characterize and elicit the genetic relatedness of VRE isolated from 

clinical samples and to determine the carriage rate of VRE in stool samples. We also investigated 

various risk factors which could be associated with VRE colonization. 

Between 2012 and 2015 we determined the presence of 40 VanB and 3 VanA E. faecium 

isolates. Fortunately, all of them were susceptible to newer antibiotics such as linezolid, tedizolid, 

tigecyclin and daptomycin. According to MLST all of the tested isolates belonged to clonal 

complex 17 (CC17), a specific lineage associated with nosocomial E. faecium strains. We also 

reported VREfm isolates belonging to ST412 and ST364 sequence types for the first time from the 

Central European region. PFGE revealed 9 different pulsotypes. 74% of the strains could be 

grouped into 3 main clusters (ENTCO-062, ENTCO-075, ENTCO-151) indicating 

monoclonality. Although 5 isolates showed 100% similarity within the ENTCO-062 cluster (with 

ST17 and vanB genotype) these proved to be sporadic cases.   

We showed the presence of fecal carriage of VRE in the Eastern region of Hungary. Stool 

colonization proved to be 2.2% with solid screening medium but 5.8% with enrichment broth. 

Finding similar species and similar rates of vanA and vanB strains in stool VRE compared to 

clinical VRE might indicate the stool origin of the latter. Interestingly we found a high rate of 

fecal carriage of E. gallinarum which was present in clinical samples only till 2009 and was 

subsequently replaced by more resistant vanA/vanB strains. 

In view of our findings we suggest limiting the inadequate use of antibiotics inefficient 

against enterococci and advise the screening of risk groups such as patients with malignancy, 

diabetes, history of recent hospitalization or former C. difficile infection. Fortunately, there was 

no outbreak during the investigation period but constantly high prevalence of MRSA and the 

increasing rate of C. difficile infections in Hungary can potentially lead to the increased use of 

vancomycin. Therefore we can expect the further rise of VRE especially in the nosocomial 

setting. Emergence of VREfm emphasizes the need for the application of stringent control 

measures to decrease the risk of dissemination of the resistant bacteria such as isolation of 
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infected/colonized patients, increased environmental cleaning and improved antimicrobial 

interventions. 
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