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Kivonat
Jelen tanulmányban a Marosvásárhelyen 2010–2013 folyamán izo-
lált klinikai Bacteroides törzsek genetikai vizsgálatáról (plazmidok, 
bft-gén) számolunk be. A kis molekulatömegű, kriptikus plazmidok 
(2,7, 4,1 és 5,6 kb) előfordulása a magyarországi adatokhoz állt 
közel, és az 5,6 kb-os plazmid a B. fragilis törzsekhez mutatott asszo-
ciációt. Az enterotoxint kódoló bft-gének gyakorisága az europid 
csoportokban észlelt génarányoknak felelt meg. 
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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 
Targu-Mures. The prevalence of small molecular weight, usually 
cryptic, plasmids (2.7, 4.1 and 5.6 kb) showed similar figure to that 
in Hungary and the 5.6 kb plasmid type displayed an association 
to B. fragilis strains. The prevalence of the enterotoxin-coding bft 
gene corresponded to that of in other Europid populations.
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A normál bélflórában gyakori szigorúan anaerob 
Bacteroides fajok (a béltartalom összcsíraszámának 
30%-át adják) fontos szimbionta szerepük mellett fon-
tos opportunista patogének – megfelelő prediszponáló 
körülmények között enterális, felületi, lágyszöveti fertő-
zéseket, tüdő- és agytályogot, hasüregi tályogot és vérfer-
tőzést okozhatnak. Ilyenkor az egyébként a bélflórában 
ritka (cca. 1%) Bacteroides fragilis faj válik dominánssá, 
az összes Bacteroides okozta fertőzések mintegy 80%-át 
adva. A B. fragilis fő patogenitási faktorai az abcessus- és 
interleukinindukáló ikerionos szerkezetű kapszuláris 
poliszacharidok (CPS A-H), az oxidatív stressz ellenes 
mechanizmusok és az enterotoxikus hatású fragilizin-
proteáz [1]. Ezt az enterotoxint az 1980-as években mutat-
ták ki először bárányok és fiatal emlősök hasmenéses 
mintáiból [2, 3]. A génjének (bft) klónozását és a gyorsabb 
laboratóriumi kimutatását HT29 kolonkarcinóma szö-
vettenyészetre gyakorolt citopátiás hatása tette lehetővé 
[4, 5]. A bft-génnek három altípusa ismert (bft1-3), ame-
lyek közül a 2-es inkább gyermekekben okoz hasmenést 

[6], a 3-as pedig inkább a Távol-Keleten elterjedt [7]. A 
hatásmechanizmusa a bélepitél sejtek zonula adherens 
kapcsolataiban fontos szerepet játszó E-cadherin pro-
tein hasításán alapul, amely β-catenin-felszabadulással, 
aktindezorganizációval és a c-myc aktiválásával jár [8]. A 
bft1-gén egy kisebb kromoszomális szigeten lokalizálódik, 
amely egy konjugatív transzpozonba inszertált, lehetővé 
téve a vertikális transzmissziót [9, 10]. A klinikai minták-
ból izolált Bacteroides törzsekre jellemző, hogy körülbelül 
50%-uk a kis plazmidok három típusát (2,7, 4,1 és 5,6 kb) 
hordozza, amelyeknél az azonos molekulaméret homológ 
DNS-szekvenciát is jelent. Elterjedtségük ellenére szerepük 
nem ismert, így crypticusnak tekintjük őket. Mindhárom 
típus szekvenciája ma már ismert, és a legnagyobb, 5,6 
kb-os típus esetén a szokásos plazmidfunkciók mellett 
(replikációs, mobilizációs és stabilitási) egyéb géneket is 
hordoznak (orf1, orf2) [11].

Romániában az anaerob mikrobiológia terén inkább az 
orális patogének kimutatása és diagnosztikája fejlett [12–
16]. A Bacteroidesek diagnosztikájában viszont jelentős 
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előrelépést tett a Maros Megyei Klinikai Sürgősségi Kórház 
Mikrobiológiai Laboratóriuma: 2011 és 2013 között súlyos 
anaerob fertőzésekből izolált Bacteroides törzsek (n=53) 
esetén felmértük az antibiotikumrezisztencia-szinteket és 
rezisztenciagének előfordulását [17]. Jelen tanulmány ezen 
törzsek esetén vizsgálta a bft enterotoxingén és a crypticus 
plazmidok hordozását.

Anyagok és módszerek

Baktériumtörzsek és tenyésztésük
Összesen 53, a Bacteroides fragilis csoportba tartozó 
törzs (37 B. fragilis, 7 B. thetaiotaomicron, 7 B. ovatus 
és 2 B. vulgatus) került izolálásra a 2010–2013-as idő-
szakban a Maros Megyei Sürgősségi Klinikai Kórház 
Diagnosztikai Laboratóriumában Marosvásárhelyen. A 
törzsek klinikai jelentőséggel bíró mintákból származtak, 
amelyek főleg abdominális és sebváladékok voltak, illetve 
hemokultúrákból származtak. A törzsek izolálása a nem-
zetközileg elvárt klinikai mikrobiológiai rutin diagnosz-
tikai módszereknek megfelelően történt, a törzseket ezt 
követően MALDI-TOF tömegspektrometriai módszerrel 
is azonosítottuk [18]. A törzseket 20% glicerintartalmú 
agy-szív kivonat (Brain-Heart Infusion, BHI) tápfolya-
dékban tároltuk -70 °C-on, növesztésük pedig kiegészített 
BHI-tápfolyadékban (0,5% élesztőkivonat, 5 g/l haemin és 
1 g/l K1-vitamin) vagy kiegészített Columbia agaron (5% 
birkavér, 5 g/l haemin és 1 g/l K1-vitamin) anaerob kamrá-
ban (oxigénmentes közegben) történt 37 °C-on 48 órán át.

Genetikai analízis
A fragilizin-proteázt kódoló bft-gének kimutatását a 
korábban leírtak szerint végeztük [10]. A plazmidanalízis 
a módosított, Birnboim és Doly által leírt alkalikus lízis 
módszerrel történt [19]. A plazmidokat 0,7%-os agaróz 
gélelektroforézissel detektáltuk 0,5 µg/ml etídium-bromid 
alkalmazása mellett, 0,5x TBE (22,5 mM Trisz-borát, 1 mM 
EDTA pH 8,2) pufferben és 5 V/cm feszültséggradienst 
alkalmazva. A plazmidok molekulatömegének meghatá-
rozását az Escherichia coli V517 törzs markerplazmidjaival 
való összehasonlítással végeztük [11].

Statisztikai elemzés
χ2-próbát a Sigmaplot 12 alkalmazással (Systat Software, 
Németország) végeztük a szignifikanciaküszöb 0,05 érté-
ken való rögzítése után.

Eredmények és megbeszélés

A genetikai vizsgálatok egyes törzsenkénti eredmé-
nyeit az 1. táblázat tartalmazza. Az 53 vizsgált törzsből 
21 (12 B. fragilis és 9 nemfragilis Bacteroides, NFB) hor-
dozott plazmidot. A többes plazmidhordozás (≥3) gya-
korisága 7,5% (3 B. fragilis és 1 B. thetaiotaomicron) volt. 
A fajonkénti genetikai tulajdonságokat a 2. táblázatban 
foglaltuk össze. A B. fragiliseknél alacsonyabb volt a bár-
mely plazmidot tartalmazó törzsek aránya (32,4%), mint 
az NFB törzseknél (56,3%). Viszont a B. fragilis törzseknél 
az 5,6 kb-os plazmidtípus gyakoribb volt (29,7%), mint az 
NFB-izolátumoknál (12,5%). Ezért feltehetjük, hogy az 5,6 
kb-os plazmid lehet patogenitáshoz asszociált (direkten 
virulenciafaktort kódolva vagy indirekten, mivel a virulen-
sebb B. fragiliseknél gyakoribb volt). De ez az asszociáció 
χ2-teszttel vizsgálva nem volt szignifikáns (p=0,299), ezért 
csak munkahipotézisként kezelhetjük a feltételezést. Ezen 
plazmid egy reprezentánsának (pBFP35) korábban megha-
tároztuk a nukleotidszekvenciáját, és a replikációs, mobilizá-
ciós és stabilitási funkciók mellett két egyéb ORF-et, gént is 
azonosítottunk (orf1 és orf2). Az Orf1 aminosavsorrendjének 
vizsgálata alapján egy lipoprotein, amely a szignálszekvencia 
lehasítása után lipid oldalláncot kap, és a periplazmába 
vagy az extracelluláris térbe vándorol [11]. A liporoteinek 
számos patogén esetén virulenciafaktorok vagy a Toll-like 
receptorok által felismert immunogének [20]. Ezért a fenti 
munkahipotézisünket fenntarthatónak látjuk. A gyakori 
Bacteroides kis plazmidok megoszlása (2,7 kb 5,7%, 4,1 kb 
4,1%, 5,6% 24,5%) az európai régiók közül a közép-európa-
ihoz (Magyarország: 2,7 kb 9,3%, 18,6%, 5,6 kb 44,2%) állt 
legközelebb [11].

Az enterotoxint termelő B. fragilis törzsek aránya 19,4% 
volt, ami kicsit magasabb a különböző európai és más 
országoknál tapasztaltaknál [21–26]. Ennek magyará-
zata a kis elemszám miatti véletlen ingadozás is lehet. A 
bft-1- és bft-2-gének aránya a bft-pozitívak között 71,4% 
és 28,6% volt, ami a kaukázusi népcsoportok között talál-
ható arányoknak felel meg [26, 27]. A Távol-Keleten jel-
lemző bft-3-as szubtípus itt sem jelent meg. A megtalált 
bft-gének viszont hozzájárulhattak az izolált B. fragilis 
törzsek virulenciájához, mint ahogyan azt számos szerző 
feltételezi [23–25]. Érdekesség, hogy a bft-gének csak 
plazmidot nem hordozó B. fragilis törzsekben voltak meg-
találhatóak tendenciaszerűen (p=0,072). Feltesszük, hogy 
az utóbbi, eddig le nem írt jelenségnek a Bacteroidesek 
különböző intesztinális életstílusainak (kommenzalizmus, 
patogenitás) szabályozásában lehet jelentősége.
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1. táblázat: A vizsgált genetikai jellemzők a Bacteroides törzseinknél

Év Törzs Plazmidprofil1 bft2

2011
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

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

bft-2
-
-
bft-1
-
-
-
bft-1
-
-
-
-

2012
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

-
-
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, 5,6, 5,8, 8

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
bft-2
-
-

2013
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

-
-
-
-
-
-
-
-
5,6
-
5
-
-
-
10
-
-
4,1, 5,6, ~40
4,1, 5,6
5,6, ~40
-
-
-

bft-1
-
-
-
-
-
-
-
-
bft-1
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
bft-1
-

1A plazmidok mérete kilobázispárban van megadva. 
2bft-gén-szubtípusok
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Összefoglalásul elmondhatjuk, hogy a Marosvásárhelyen 
izolált Bacteroides törzsek vizsgált genetikai jellemzői a 
régió adataihoz állnak közel, és magyarázhatják az egyéb 
ismert patogenitási faktorok mellett az izolált törzsek 
megbetegítőképességét.
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Plazmid  
(kb)1

B. fragilis  
(n=37)

B. ovatus  
(n=7)

B. thetaiotaomicron  
(n=7)

B. vulgatus  
(n=2)

Össz  
(n=53)

-
2,7
3,1
4,1
4,2
5

5,6
5,8
6
8

10
~ 40

bármely
bft

25 (67,6%)
3 (8,1%)
1 (2,7%)

4 (10,8%)
-
-

11 (29,7%)
1 (2,7)

-
2 (5,3%9

-
1 (2,7%)

12 (32,4%)
7 (19,4%)

3 (42,9%)
-
-
-

1 (14,3%)
-

1 (14,3%)
-

1 (14,3%9
2 (28,6%)

-
1 (14,3%)
4 (57,2%)

-

3 (42,9%)
-
-

1 (14,3%)
-

1 (14,3%)
1 (14,3%)

-
1 (14,3%)

-
1 (14,3%)
2 (28,6%)
4 (57,2%)

-

1 (50,0%)
-
-
-
-
-
-
-
-
-

1 (50,0%)
-

1 (50,0%)
-

32 (60,4%)
3 (5,7%)
1 (1,9%)
5 (9,4%)
1 (1,9%)
1 (1,9%)

13 (24,5%)
1 (1,9%)
2 (3,8%)
4 (7,5%)
2 (3,8%)
4 (7,5%)

21 (39,6%)
7 (13,2%)
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