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Marosvasarhelyen izolalt Bacteroides torzsek
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Soki Jézsef', Székely Edit??, Molnar Szabolcs?, Szasz Izabella?, Bilca Doina?,

Nagy Erzsébet’, Urban Edit’

'Szegedi Tudomanyegyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Klinikai Mikrobioldgiai Diagnosztikai Intézet, Szeged

2Maros Megyei Siirgdsségi Kérhdz, Marosvasarhely

3Marosvésarhelyi Orvosi és Gyogyszerészeti Egyetem, Altalanos Orvostudoményi Kar, Mikrobioldgiai Tanszék, Marosvasarhely

Kivonat

Jelen tanulményban a Marosvasarhelyen 2010-2013 folyaman izo-
1alt klinikai Bacteroides torzsek genetikai vizsgalatarol (plazmidok,
bft-gén) szamolunk be. A kis molekulatomegt, kriptikus plazmidok
(2,7, 4,1 és 5,6 kb) el6forduldsa a magyarorszagi adatokhoz 4llt
kozel, és az 5,6 kb-os plazmid a B. fragilis térzsekhez mutatott asszo-
cidciot. Az enterotoxint kodold bft-gének gyakorisiga az europid
csoportokban észlelt génardnyoknak felelt meg.
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A normal Dbélfloraban gyakori szigortan anaerob

Bacteroides fajok (a Dbéltartalom Osszcsiraszamanak
30%-at adjdk) fontos szimbionta szerepiik mellett fon-
tos opportunista patogének — megfeleld prediszponalo
korilmények kozott enteralis, feliileti, lagyszoveti fertd-
zéseket, tiid6- és agytalyogot, hastiregi talyogot és vérfer-
tézést okozhatnak. Ilyenkor az egyébként a bélfléraban
ritka (cca. 1%) Bacteroides fragilis faj valik domindnssa,
az 6sszes Bacteroides okozta fertézések mintegy 80%-at
adva. A B. fragilis {6 patogenitdsi faktorai az abcessus- és
interleukinindukalé ikerionos szerkezetli kapszularis
poliszacharidok (CPS A-H), az oxidativ stressz ellenes
mechanizmusok és az enterotoxikus hatast fragilizin-
proteaz [1]. Ezt az enterotoxint az 1980-as években mutat-
tak ki el6szor baranyok és fiatal emlésok hasmenéses
mintaibodl [2, 3]. A génjének (bft) klonozasat és a gyorsabb
laboratériumi kimutatasat HT29 kolonkarcinéma szo-
vettenyészetre gyakorolt citopatids hatdsa tette lehetové
[4, 5]. A bft-génnek harom altipusa ismert (bft1-3), ame-

lyek koziil a 2-es inkdbb gyermekekben okoz hasmenést

Assessment of the prevalence of enterotoxin genes and

plasmids among Bacteroides strains isolated at Targu-Mures
In this study we report the genetic analysis (plasmids and bft
genes) of clinical Bacteroides strains isolated during 2010-2013 at
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[6], a 3-as pedig inkabb a Tavol-Keleten elterjedt [7]. A
hatdsmechanizmusa a bélepitél sejtek zonula adherens
kapcsolataiban fontos szerepet jatszé E-cadherin pro-
tein hasitasan alapul, amely (-catenin-felszabadulassal,
aktindezorganizaciéval és a c-myc aktivalasaval jar [8]. A
bft1-gén egy kisebb kromoszomalis szigeten lokalizalodik,
amely egy konjugativ transzpozonba inszertalt, lehet6vé
téve a vertikdlis transzmissziot [9, 10]. A klinikai mintak-
bdl izolalt Bacteroides torzsekre jellemz6, hogy koriilbeliil
50%-uk a kis plazmidok hdrom tipusat (2,7, 4,1 és 5,6 kb)
hordozza, amelyeknél az azonos molekulaméret homolég
DNS-szekvenciat is jelent. Elterjedtségiik ellenére szerepiik
nem ismert, igy crypticusnak tekintjiik 6ket. Mindharom
tipus szekvencidja ma mar ismert, és a legnagyobb, 5,6
kb-os tipus esetén a szokdsos plazmidfunkciok mellett
(replikacios, mobilizacids és stabilitdsi) egyéb géneket is
hordoznak (orfl, orf2) [11].

Romadniaban az anaerob mikrobioldgia terén inkabb az
oralis patogének kimutatasa és diagnosztikaja fejlett [12-
16]. A Bacteroidesek diagnosztikdjaban viszont jelentés

Dr. Soki Jozsef

Szegedi Tudomanyegyetem

Klinikai Mikrobioldgiai Diagnosztikai Intézet
6725 Szeged, Semmelweis u. 6., Magyarorszag
Tel/fax: +36 62 545712

e-mail: sokijozsef@med.u-szeged.hu

75



Orvostudomanyi Ertesité

elérelépést tett a Maros Megyei Klinikai Siirg6sségi Korhaz
Mikrobioldgiai Laboratdriuma: 2011 és 2013 kozott sulyos
anaerob fertézésekbdl izolalt Bacteroides torzsek (n=53)
esetén felmértiik az antibiotikumrezisztencia-szinteket és
rezisztenciagének el6fordulasat [17]. Jelen tanulmany ezen
torzsek esetén vizsgélta a bft enterotoxingén és a crypticus
plazmidok hordozasat.

Anyagok és modszerek

Baktériumtorzsek és tenyésztésiik

Osszesen 53, a Bacteroides fragilis csoportba tartozd
torzs (37 B. fragilis, 7 B. thetaiotaomicron, 7 B. ovatus
és 2 B. vulgatus) keriilt izoldldsra a 2010-2013-as id6-
szakban a Maros Megyei Siirg6sségi Klinikai Korhaz
Diagnosztikai Laboratériumaban Marosvasarhelyen. A
torzsek klinikai jelent6séggel biré mintakbol szarmaztak,
amelyek f6leg abdominalis és sebvaladékok voltak, illetve
hemokultarakbdl szarmaztak. A torzsek izolalasa a nem-
zetkozileg elvart klinikai mikrobioldgiai rutin diagnosz-
tikai modszereknek megfeleléen tortént, a torzseket ezt
kévetéen MALDI-TOF témegspektrometriai modszerrel
is azonositottuk [18]. A torzseket 20% glicerintartalmu
agy-sziv kivonat (Brain-Heart Infusion, BHI) tapfolya-
dékban taroltuk -70 °C-on, névesztésiik pedig kiegészitett
BHI-tapfolyadékban (0,5% élesztSkivonat, 5 g/l haemin és
1 g/l K1-vitamin) vagy kiegészitett Columbia agaron (5%
birkavér, 5 g/l haemin és 1 g/l K1-vitamin) anaerob kamra-
ban (oxigénmentes kozegben) tortént 37 °C-on 48 éran at.

Genetikai analizis

A fragilizin-proteazt kodolé bft-gének kimutatasat a
korabban leirtak szerint végeztiik [10]. A plazmidanalizis
a modositott, Birnboim és Doly altal leirt alkalikus lizis
modszerrel tortént [19]. A plazmidokat 0,7%-os agardz
gélelektroforézissel detektaltuk 0,5 pg/ml etidium-bromid
alkalmazdasa mellett, 0,5x TBE (22,5 mM Trisz-borat, 1 mM
EDTA pH 8,2) pufferben és 5 V/cm fesziiltséggradienst
alkalmazva. A plazmidok molekulatomegének meghata-
rozasat az Escherichia coli V517 torzs markerplazmidjaival
val6 Osszehasonlitassal végeztiik [11].

Statisztikai elemzés

X>-probat a Sigmaplot 12 alkalmazassal (Systat Software,
Németorszag) végeztiik a szignifikanciakiiszob 0,05 érté-
ken valé rogzitése utan.
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Eredmények és megbeszélés

A genetikai vizsgalatok egyes torzsenkénti eredmé-
nyeit az 1. tablazat tartalmazza. Az 53 vizsgalt torzsbol
21 (12 B. fragilis és 9 nemfragilis Bacteroides, NFB) hor-
dozott plazmidot. A tobbes plazmidhordozas (=3) gya-
korisaga 7,5% (3 B. fragilis és 1 B. thetaiotaomicron) volt.
A fajonkénti genetikai tulajdonsagokat a 2. tablazatban
foglaltuk 6ssze. A B. fragiliseknél alacsonyabb volt a bér-
mely plazmidot tartalmazo torzsek aranya (32,4%), mint
az NFB torzseknél (56,3%). Viszont a B. fragilis torzseknél
az 5,6 kb-os plazmidtipus gyakoribb volt (29,7%), mint az
NEB-izolatumoknal (12,5%). Ezért feltehetjiik, hogy az 5,6
kb-os plazmid lehet patogenitashoz asszocidlt (direkten
virulenciafaktort kodolva vagy indirekten, mivel a virulen-
sebb B. fragiliseknél gyakoribb volt). De ez az asszociacio
x-teszttel vizsgalva nem volt szignifikans (p=0,299), ezért
csak munkahipotézisként kezelhetjiik a feltételezést. Ezen
plazmid egy reprezentansanak (pBFP35) korabban megha-
taroztuk a nukleotidszekvencidjat, és a replikacids, mobiliza-
cios és stabilitasi funkciok mellett két egyéb ORF-et, gént is
azonositottunk (orfI és orf2). Az Orfl aminosavsorrendjének
vizsgalata alapjan egy lipoprotein, amely a szignélszekvencia
lehasitasa utan lipid oldallancot kap, és a periplazmaba
vagy az extracellularis térbe vandorol [11]. A liporoteinek
szamos patogén esetén virulenciafaktorok vagy a Toll-like
receptorok dltal felismert immunogének [20]. Ezért a fenti
munkahipotézisiinket fenntarthaténak latjuk. A gyakori
Bacteroides kis plazmidok megoszlasa (2,7 kb 5,7%, 4,1 kb
4,1%, 5,6% 24,5%) az eurdpai régiok koziil a kozép-eurdpa-
ihoz (Magyarorszag: 2,7 kb 9,3%, 18,6%, 5,6 kb 44,2%) allt
legkozelebb [11].

Az enterotoxint termel6 B. fragilis torzsek aranya 19,4%
volt, ami kicsit magasabb a kiilonboz6 eurdpai és mas
orszagoknal tapasztaltaknal [21-26]. Ennek magyara-
zata a kis elemszam miatti véletlen ingadozas is lehet. A
bft-1- és bft-2-gének aranya a bft-pozitivak kozott 71,4%
és 28,6% volt, ami a kaukazusi népcsoportok kozott talal-
hat6 ardnyoknak felel meg [26, 27]. A Tavol-Keleten jel-
lemz6 bft-3-as szubtipus itt sem jelent meg. A megtalalt
bft-gének viszont hozzdjarulhattak az izolalt B. fragilis
torzsek virulencigjahoz, mint ahogyan azt szamos szerzd
feltételezi [23-25]. Erdekesség, hogy a bft-gének csak
plazmidot nem hordozé B. fragilis torzsekben voltak meg-
talalhatoak tendenciaszertien (p=0,072). Feltessziik, hogy
az utobbi, eddig le nem irt jelenségnek a Bacteroidesek
kilonbozd intesztinalis életstilusainak (kommenzalizmus,
patogenitas) szabalyozasaban lehet jelentdsége.
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1. tablazat: A vizsgalt genetikai jellemz6k a Bacteroides torzseinknél

Ev

'A plazmidok mérete kilobazisparban van megadva.

2011

2012

2013

Torzs

B. fragilis 363

B. fragilis 662

B. thetaiotaomicron 562
B. fragilis 732

B. ovatus 35

B. ovatus 187

B. thetaiotaomicron 414
B. fragilis 43

B. fragilis 137

B. fragilis 632

B. fragilis 65

B. ovatus 361

B. fragilis 480
B. fragilis 461
B. fragilis 664
B. fragilis 459
B. fragilis 519
B. fragilis 597
B. fragilis 604
B. fragilis 427
B. ovatus 361
B. fragilis 410
B. fragilis 592
B. fragilis 376
B. fragilis 627
B. ovatus 251
B. thetaiotaomicron 414
B. fragilis 423
B. fragilis 542
B. fragilis 719

B. fragilis 335

B. fragilis 345

B. fragilis 516

B. fragilis 690

B. fragilis 742

B. fragilis 690

B. ovatus 742

B. thetaiotaomicron 743
B. fragilis 754

B. fragilis 756

B. thetaiotaomicron 765
B. thetaiotaomicron 768
B. fragilis 65

B. fragilis 100

B. vulgatus 241

B. fragilis 316

B. vulgatus 419

B. thetaiotaomicron 473
B. fragilis 378

B. ovatus 503

B. fragilis 537

B. fragilis 548

B. fragilis 560

2bft-gén-szubtipusok

Plazmidprofil*

5,6 kb
8 kb
6 kb, ~40 kb

5,6 kb, ~40 kb
5,6 kb

2,7,4,1, 5,6
5,6

2,7

6

5,6

2,7,4,1, 5,6, 8

4,2, 8
10

5,6

3,1,4,1,56,5,8,8

4,1, 5,6, ~40
4,1, 5,6
5,6, ~40
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Plazmid B. fragilis B. ovatus B. thetaiotaomicron B. vulgatus Ossz

(kb)! (n=37) (n=7) (n=7) (n=2) (n=53)
- 25 (67,6%) 3 (42,9%) 3 (42,9%) 1 (50,0%) 32 (60,4%)

2,7 3(8,1%) - - - 3(5,7%)
31 1(2,7%) - - . 1(1,9%)
4,1 4 (10,8%) - 1(14,3%) - 5 (9,4%)
42 - 1(14,3%) - - 1(1,9%)

5 - - 1(14,3%) - 1(1,9%)
5,6 11 (29,7%) 1(14,3%) 1(14,3%) - 13 (24,5%)
5,8 1(2,7) - - - 1(1,9%)

6 - 1(14,3%9 1(14,3%) - 2 (3,8%)

8 2(5,3%9 2 (28,6%) - - 4(7,5%)

10 - - 1(14,3%) 1 (50,0%) 2(3,8%)

~ 40 1(2,7%) 1(14,3%) 2 (28,6%) - 4(7,5%)
barmely 12 (32,4%) 4(57,2%) 4 (57,2%) 1 (50,0%) 21 (39,6%)
bt 7 (19,4%) - - - 7 (13,2%)

'A plazmid nélkiili, adott vagy barmely plazmidot tartalmazd és a bft-pozitiv torzsek szama, illetve aranya.

Osszefoglalasul elmondhatjuk, hogy a Marosvésérhelyen
izolalt Bacteroides torzsek vizsgalt genetikai jellemz6i a
régié adataihoz allnak kozel, és magyarazhatjak az egyéb
ismert patogenitasi faktorok mellett az izolalt torzsek
megbetegitGképességét.
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