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Összefoglaló 

 

A Pécsi Tudományegyetem Klinikai Központjában, 2012 márciusában első 

alkalommal izoláltuk vancomycin rezisztens Enterococcust (VRE). Ezt követően 

számos további VRE izolátumot azonosítottunk a különböző osztályokról származó 

klinikai és környezeti mintákban. Vizsgálataink célja a vancomycin rezisztenciáért 

felelős gén azonosítása és az izolátumok közötti epidemiológiai összefüggések 

molekuláris módszerekkel történő feltárása volt. A vanA és vanB gének kimutatását 

PCR segítségével végeztük. Az izolátumok közötti klonális viszonyok elemzése 

PFGE-vel történt. A vanA operont hordozó Tn1546-os transzpozon szerkezetének 

meghatározását PCR térképezéssel végeztük, amelyet szekvenálással egészítettünk 

ki. Az eredmények alapján a pécsi VRE izolátumok megjelenését egy közös, a vanA 

operont hordozó, Tn1546-szerű elem E. faecium törzsekben való felbukkanása és 

elterjedése magyarázza. Az általunk azonosított Tn1546 variánsban a transzpozonon 

található orf1 gén teljesen és az orf2 gén részlegesen deletálódott, emellett a vanS 

és vanH gének közötti régióban egy IS1251-szerű elemet tartalmazott. IS1251 

inzerciót hordozó Tn1546 variánsokat először az Amerikai Egyesült Államokban 

azonosítottak, majd később Európában, Ázsiában és Dél-Amerikában is elterjedté 

váltak. A Tn1546::IS1251 széleskörű, több kontinenst érintő elterjedése azt sugallja, 

hogy a VRE izolátumok pécsi megjelenésének hátterében a transzpozon külföldről 

történt behozatala állhatott. 
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Bevezetés 

Az Enterococcus nemzetségbe tartozó fajok természetes rezisztenciával 

rendelkeznek számos antibiotikum csoporttal szemben, és emellett különféle szerzett 

rezisztenciamechanizmusokkal is fel lehetnek vértezve. Klinikai szempontból nagy 

jelentőséggel bír a humán infekciókban leggyakrabban előforduló két Enterococcus 

speciesnek – az Enterococcus faecalis-nak és az Enterococcus faecium-nak – a 

glikopeptid antibiotikumokkal szembeni szerzett rezisztenciája. Eddig nyolcféle 

szerzett vancomycin rezisztenciamechanizmust különítettek el (VanA, VanB, VanD, 

VanE, VanG, VanL, VanM és VanN), amelyek egy része egyidejűleg csökkent 

teicoplanin érzékenységet is okoz. A legszélesebb elterjedtségre a vanA és a vanB 

operonok tettek szert. Míg az előbbi magas szintű vancomycin és teicoplanin 

rezisztencia kialakításáért felelős, addig a második jelenlétére magas szintű 

vancomycin rezisztencia mellett megtartott teicoplanin érzékenység a jellemző [1]. 

Az első vancomycin rezisztens Enterococcus (VRE) törzseket 

Franciaországban és az Egyesült Királyságban azonosították 1988-ban, majd egy 

évvel később hasonló izolátumok bukkantak fel az Amerikai Egyesült Államokban is. 

A VRE törzseknek a két kontinensen való kialakulásában és térhódításában eltérő 

tényezők játszhattak szerepet: míg Európában az állati takarmányhoz 

növekedésserkentőként adagolt avoparcin, addig Észak-Amerikában a humán 

gyógyászatban alkalmazott antibiotikumok (mindenekelőtt a vancomycin) jelenthették 

a VRE törzsek terjedésének fő hajtóerejét. Mindezek eredményeképpen az 1990-es 

években az Amerikai Egyesült Államokban, majd a 2000-es években Európa szerte 

is jelentős elterjedtségre tettek szert [1]. 

Magyarországon 2012 előtt, a 2004-es vanB pozitív E. faecium járványt 

leszámítva, csupán ritkán és sporadikus esetekben számoltak be VRE törzsek 

jelenlétéről [2–6]. A Pécsi Tudományegyetem Klinikai Központjában az első szerzett 

vancomycin rezisztenciával rendelkező Enterococcus izolátumot 2012 márciusában 

azonosítottuk egy higiénés szűrés során vett környezeti mintában. Ezt követően 

további hasonló izolátumokat detektáltunk a Klinikai Központ különböző osztályairól 

származó klinikai és környezeti mintákban egyaránt. Vizsgálatunk célja az volt, hogy 

azonosítsuk a vancomycin rezisztenciáért felelős gént, továbbá, hogy az izolátumok 

közötti összefüggéseket molekuláris módszerek segítségével tisztázzuk.  
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Módszerek 

 

Izolátumok 

A 2012-es év során összesen 45 VRE izolátumot azonosítottunk, mely 17 

betegtől és 9 környezeti mintából származott (1. táblázat). A fentiek közül 17 

izolátumot (13 klinikai minta, 4 környezeti minta) választottunk ki további vizsgálat 

céljából. 

 

 
VRE pozitív 

betegek 
száma 

VRE pozitív 
környezeti 

minták 
száma 

Jelen 
vizsgálathoz 
kiválasztott 
izolátumok 

száma 

I. sz. Belgyógyászati Klinika 
(összesen), 
ezen belül osztályonként: 
Belgyógyászati Intenzív Osztály 
Hematológia 
Infektológia 
Gasztroenterológia 
Pulmonológia 

12 
 
 

2 
2 
4 
2 
2 

8 
 
 

0 
3 
1 
0 
4 

13 
 
 

2 
2 
5 
1 
3 

II. sz. Belgyógyászati Klinika és 
Nephrológai Centrum 

1 1 2 

Sebészeti Klinika 2 0 1 

Aneszteziológiai és Intenzív Terápiás 
Intézet 

1 0 0 

Traumatológiai és Kézsebészeti 
Klinika 

1 0 1 

1. táblázat: VRE izolátumok előfordulása a különböző osztályokon 2012-ben 

 

 

Identifikálás és rezisztencia vizsgálat 

Az izolátumok identifikálása API 20 Strep (Biomérieux, Marcy-l’Étiole, 

Franciaország) segítségével és E. faecium-ra valamint E. faecalis-ra specifikus ddl 

gének PCR-rel történő kimutatásával történt (ddlE.faecium; ddlE.faecalis) [7]. A vancomycin 

érzékenységet korong diffúziós módszerrel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) és 

grádiens tesztcsík (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Olaszország) segítségével 

határoztuk meg. Az eredményeket a CLSI ajánlások alapján értékeltük [8]. A vanA és 

vanB gének jelenlétét PCR segítségével vizsgáltuk [7]. 
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Molekuláris tipizálás 

Az izolátumok közötti klonális viszonyok feltárására makrorestrikciós profil 

analízist végeztünk PFGE segítségével [9]. 

 

Tn1546 transzpozon vizsgálata 

 A vanA operont hordozó Tn1546 transzpozon szerkezetének 

feltérképezéséhez az irodalomban korábban leírt tizenkilenc primert (p1-p19) 

használtuk [10]. Ezek segítségével a transzpozon tíz átfedő fragmentumát 

amplifikáltuk PCR reakció során, és ezáltal a transzpozon különböző szerkezeti 

eltérései váltak vizsgálhatóvá (1. ábra). A PCR vizsgálatokhoz a Tn1546 prototípusát 

hordozó Bm4147-es irodalmi törzs szolgált kontrollként. Egy izolátum esetében a 

térképezéshez használt primerek segítségével elvégeztük a transzpozon részleges 

szekvenálását is. 

 

Eredmények 

 

Valamennyi izolátum vanA gént hordozó E. faecium-nak bizonyult. A PFGE 

segítségével az izolátumok 4 csoportba voltak sorolhatóak (ENTCO-2 n=11, ENTCO-

2a n=1, ENTCO-5 n=3, ENTCO-8 n=2). 

A transzpozon térképezés alapján az izolátumok egy közös Tn1546-szerű 

elemet hordoztak, amely a kontrollként használt Bm4147-es törzs Tn1546-os 

szerkezetétől a következőkben tért el: (1) p1p2, p3p4, p5p6 és p7p8 fragmentumok 

hiánya, és (2) p11p12 fragmentum méretének megnövekedése (1679 bp helyett kb. 

3200 bp). 

A transzpozon szekvenálása során összesen 8409 bp hosszú DNS 

szekvenciához jutottunk. Számos részen, a két szálon ellentétesen megkezdett 

szekvenálás nem ért össze, így több helyen rövid szakaszok hiányoztak ahhoz, hogy 

a teljes nukleotid sorrend rendelkezésünkre álljon. A meglévő részleges DNS 

szekvenciát a prototípus Tn1546 szekvenciával (GenBank: M97297) összehasonlítva 

megállapítható volt, hogy a transzpozon 5’ végénél 3433 bp hosszúságú deléció 

történt, mely az orf1 gén teljes és az orf2 gén részleges hiányát okozta, valamint az 

5820. bp-nál (a vanS és vanH gének közötti régióban) egy inzerciót tartalmazott. Az 

inzertálódott szekvencia a blast keresés alapján IS1251-szerű inzerciós elemnek 

bizonyult (GenBank: AF148130 azonosság: 942/943 bp) (1. ábra). 
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1. ábra A transzpozon térképezés, a Tn1546 prototípusnak és a pécsi izolátumok Tn1546-szerű 
elemének sematikus rajza 

 

Blast keresés alapján a rendelkezésünkre álló DNS szekvencia az NCBI 

nukleotid adatbázisában szereplők közül a GQ900435 sorszámú szekvenciával 

mutatta a legnagyobb egyezőséget (azonosság: 8406/8409 nukleotid).  

 

Megbeszélés 

 

 Vizsgálataink azt mutatták, hogy a VRE izolátumok pécsi klinikákon való 

felbukkanása és elterjedése egyetlen közös, a vanA gént hordozó, Tn1546 

variánsnak az E. faecium törzsekben való megjelenésével és szétszóródásával 

magyarázható. 

A vanA gén jellemzően a Tn1546-os transzpozonon vagy annak különböző 

strukturális változatain (Tn1546-szerű elemek) található meg. A Tn1546 magába 

foglalja a transzpozícióhoz szükséges géneket (orf1 - transposase, orf2 - resolvase), 

a magas szintű vancomycin rezisztencia kialakulásához szükséges enzimek génjeit 

(vanA - ligáz, vanH - dehidrogenáz, vanX - dipeptidáz, vanY - karboxipeptidáz), egy 

teicoplanin rezisztenciáért felelős gént (vanZ), valamint a vanR (regulátor) és vanS 

(szenzor) kétkomponensű szabályozó rendszer génjeit (1. ábra) [10–12]. A Tn1546 

első leírása óta számos strukturális változatot (Tn1546-szerű elemek) azonosítottak 

már, amelyekben a vancomycin rezisztencia szempontjából nélkülözhető orf1, orf2, 

vanY és vanZ gének különböző mértékű deléciója és/vagy különböző inzerciós 

szekvenciákat jelenléte figyelhető meg. 
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 Év Ország Species orf1 orf2 vanR vanS IS1251 vanH vanA vanX vanY vanZ ref. 

1 1991 USA E. faecium D (120 bp) + + + L34675 + + + + + [13] 

2 <1992 USA E. faecium NA NA + + ≈AF148130 + + + + + [14] 

3 1994 USA, Írország E. faecium D (<590 bp) + + + ≈AF148130 + + + + + [15] 

4 1995 USA E. faecium D (889 bp) + + + ≈L34675 + + + + + [16] 

5 <1998 Norvégia E. faecium D (<590 bp) + + + AF148130 + + +1 + D (>10253 bp) [15] 

6 1998 Görögország E. faecium D (<1222 bp) + + + NA + + + + + [17] 

7 2002 USA S. aureus D (3098 bp) + + + ≈AF148130 + + + + + [18] 

8 <2004 Szaúd-Arábia E. faecium D (889 bp) + + + ≈L34675 + + + + + [19] 

9 <2004 Brazília E. faecium D (<1222 bp) + + + AY560917 + + + + + [20] 

10 2004 USA S. aureus D (3578 bp) + + ≈L34675 + + + + + [21] 

11 2005 Lengyelország E. faecium D (<3000 bp) + + + NA + + + + + [22] 

12 <2007 Paraguay E. faecium D (889 bp) + + + ≈L34675 + + + + + [23] 

13 <2007 Paraguay E. faecium D (889 bp) + + + ≈L346752 + + + + + [23] 

14 2007 Tajvan E. faecium + + + + ≈AF148130 + + + + + [24] 

15 2007 Tajvan E. faecium D (<1222 bp) + + + ≈AF148130 + + + + + [24] 

16 <2008 USA E. faecium + + + + ≈L34675 + + + + + [25] 

27 <2008 Szaúd-Arábia E. faecium D (3343 bp) + + ≈L34675 + + + + + [26] 

17 2009 Kanada E. faecium D (5813 bp) ≈AF148130 + + + + + [27] 

18 2009 Brazília E. faecium D (<3041 bp) + + + NA + + + + D (>10116 bp) [28] 

19 <2011 Brazília E. faecium D (<3000 bp) + + + NA + + + + + [28] 

20 <2011 NA E. faecium D (3343 bp) + + ≈AF148130 + + + + + [29] 

21 2012 Tajvan E. faecium D (<1222 bp) + + + ≈AF148130 + + + + + [30] 

22 2012 Tajvan E. faecium D (<1222 bp) +3 + + ≈AF148130 + + + + + [30] 

23 2012 Tajvan E. faecium D (<1222 bp) +3 + + ≈AF148130 + + +4 + + [30] 

24 2012 Tajvan E. faecium D (<1222 bp) + + + ≈AF148130 + + + D (>8929 bp) [30] 

25 2012 Tajvan E. faecium D (<1222 bp)5 + + + ≈AF148130 + + + + + [30] 

26 2012 Tajvan E. faecium D (<1222 bp) +3 + + ≈AF1481306 + + + + + [30] 

2. táblázat: A vanS és vanH gének közötti régióban IS1251-et tartalmazó Tn1546-szerű elemek főbb szerkezeti eltérései 
„+” = Bm4147 törzs Tn1546 elemével megegyező szerkezet (PCR termék vagy PCR-RFLP fragmentum mérete alapján) 
„D” = deléció (a deléció pontos vagy becsült kiterjedése a Bm4147-es Tn1546 transzpozon teljes méretéhez viszonyítva került feltüntetésre) 
„NA” = nincs adat 
1 vanX és vanY gének közötti régióban kb. 550 bp inzerció 
2 IS1251-ben ISEfa5 inzerció 
3 orf2 és vanR gének közötti régióban IS1678 inzerció 
4 vanX és vanY gének közötti régióban ISEfa11 inzerció 
5 orf1 génben ISEfa4 inzerció 
6 IS1251-ben inzerció 
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Az általunk azonosított Tn1546 variáns a vanS és vanH gének közötti 

régióban egy IS1251 inzerciós elemet tartalmazott (Tn1546::IS1251). Ilyen 

elrendeződést először az Amerikai Egyesült Államokban azonosítottak, később 

azonban Európa, Ázsia, Észak- és Dél-Amerika különböző országaiban is elterjedté 

vált [13]. A Tn1546::IS1251 elemek közötti legjelentősebb eltéréseknek tekinthetőek 

(1) a transzpozon 5’ és 3’ végének különböző mértékű deléciói, (2) az IS1251 

nukleotid sorrendjében való különbözőségek (a három azonosított variáns GenBank 

sorszáma: L34675, AF148130, AY560917) és (3) további inzerciós elemek (IS) 

jelenléte. Ezek a szempontok alapján osztályozva az irodalomban megjelentett 

variánsokat (2. táblázat) igen nagyfokú diverzitás állapítható meg. A számos változat 

közül a pécsi VRE izolátumokban azonosított transzpozon a legnagyobb mértékű 

egyezőséget (>99%) az 5753c E. faecium törzs Tn1546-szerű elemével (GenBank 

sorszám: GQ900435) mutatta (2. táblázat 20. sorszám) [29]. Ezen törzs izolálásának 

pontos helye és ideje nem került közlésre. 

Magyarországon 2012-t megelőzően vanA gént több alkalommal is 

azonosítottak sporadikus esetekből izolált E. faecalis törzsekben [3, 4, 6]. Ezenfelül 

egy alkalommal E. faecium törzsben is kimutatásra került [31]. Ezek a 2012 előtti 

vizsgálatok a rezisztencia gén azonosításán túl, nem terjedtek ki a Tn1546 

szerkezetének elemzésére, így jelen tanulmány volt az első ilyen jellegű vizsgálat 

Magyarországon. Annak ellenére, hogy a hazai adatok a Tn1546 szerkezetének 

tekintetben hiányosak, valószínűsíthető, hogy a Pécsett 2012-ben megjelent, majd 

halmozottan előforduló VRE izolátumok felbukkanásának hátterében a 

Tn1546::IS1251 változat külföldről történt behozatala állhatott. Ezt a feltételezést 

három tényező látszik alátámasztani: (1) 2012 előtt a vanA gén Magyarországon 

csak sporadikusan fordult elő, hasonló mértékű halmozódás nem volt tapasztalható; 

(2) Pécsett korábban nem azonosítottak VRE izolátumokat; és (3) ezen időszakban a 

Tn1546::IS1251 már több kontinensre való kiterjedtséggel és nagyfokú diverzitással 

rendelkezett. 

A jövőben tervezzük transzpozon térképezési vizsgálatainkat kiterjeszteni más 

intézményekből és eltérő időszakokból származó vanA pozitív Enterococcus 

izolátumokra is annak érdekében, hogy a Tn1546::IS1251 térbeli és időbeli 

elterjedtsége az országon belül megismerhető legyen, és ezáltal a Pécsett észlelt 

megjelenés jelentősége pontosabban felmérhetővé váljon. 
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Függelék 

 

Az eredmények egy része bemutatásra került az Európai Klinikai Mikrobiológiai és 

Infektológiai Társaság 25. Európai Kongresszusán (ECCMID Koppenhága, 2015. 

április 25-28.). 

 

A Pécsi Tudományegyetem Klinikai Központ Orvosi Mikrobiológiai és Immunitástani 

Intézetében történt az izolátumok identifikálása és rezisztenciavizsgálata, a 

vancomycin rezisztencia gének kimutatása és Tn1546 transzpozon térképezés. 

Az Országos Epidemiológiai Központban végezték a molekuláris tipizálást és Tn1546 

transzpozon szekvenálását. 

A pályázó, Melegh Szilvia, végezte a vanA, vanB, ddlE.faecium valamint ddlE.faecalis 

gének kimutatását és a transzpozon térképezést. 
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