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»A természet csupdn az oroszlan farkat mutatja meg nekiink.
Viszont nincs kétségem a fel6l, hogy oroszldn is tartozik hozza,
még ha nem tudja magat azonnal leleplezni roppant métrete miatt.”

(Albert Einstein)
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1. BEVEZETES

Kornyezetlinkben alig akad hely, melyet ne népesitenének be mikrobdk millidi, a maguk kb.
4-6 x10° becsilt szdmukkal a prokaridta szervezetek a legnagyobb sejtszammal jelenlévd
él6lények Foldinkoén (Whitman és mtsai.,, 1998). Legtdbbjiket ezidaig tenyésztésbe vonni
azonban nem sikerdlt, a prokaridta szervezeteknek minddssze kb. 0,001-15%-a tenyészthetd:
altaldnos tapasztalat, hogy a kornyezeti mintak mikroszkdpos sejtszdma mindig joval
nagyobb, mint ahany baktériumot telepképzd egységekben (TKE) meg tudunk figyelni,
fliggetlendl az alkalmazott taptalajtol. A nem tenyészthet&ség szamos okra vezethet6 vissza:
1., a baktériumok egy része egyszerlien életképes, de mégsem vonhatd tenyésztésbe, un.
VBNC (Viable But Non Cultivable) allapotban van, amit pl. szdmos kornyezeti tényez6 is
indukdlhat, 2., mivel nem ismertek az adott kornyezetben él6 mikrobdk pontos
tapanyag/okologiai igényei, ezért lehet, hogy az alkalmazott taptalaj nem megfelel6
szamukra, 3., esetleg a baktériumok az életciklusuk nyugalmi szakaszat valamiért nem tudjak
megszakitani, 4., el6fordulhat az is, hogy az adott baktérium csak szintréf partner
jelenlétében képes szaporodni.

Az utdbbi évtized(ek) kutatasai lehet6vé tették azonban a mikroorganizmusok széles kord
megismerését genetikai anyagaikon keresztil, a metagenom elemzések és egy-sejt
szekvenaldsok segitségével molekularis alapon szamos képviselGjliket sikerilt kimutatni
(Castelle és mtsai., 2018), annak ellenére, hogy nem tenyésztett képvisel6ik nem ismretek.
Ez természetesen a prokaridta taxondmia tudomanyara is nagy hatdssal van, hiszen a rejtett
diverzitas feltardsa kdzelebb visz minket az eddig ismeretlen taxonok felfedezéséhez, a teljes
genom szekvenaldsi mddszerek segitségével feltérképezhetGek ezen szervezetek potencidlis
képességei, a transzkriptomika és proteomika fejl6dése pedig az adott szervezetek

funkcidinak jobb megismerését teszi lehet6vé az adott kozosségeken belil.
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2. CELKITUZES

A baktériumok sajatsagos helyet képviselnek az él6vilag korében. Bar a jelenleg
rendelkezésre allé6 molekularis technikak vildgossa teszik, hogy hatalmas a prokariétak rejtett
diverzitasa, a baktériumok tenyésztése nagyon sok nehézségbe Utkozik. Az Uj taxonok pontos

megismerésének és leirasanak ez viszont jelenleg még nagyon fontos alapfeltétele.

Dolgozatomban célul tliztem ki, hogy attekintést adjak a prokariota taxondmia kialakuldsarol
és fejl6désérsl napjainkig, szem el6tt tartva a moddszertanban bekodvetkez6 ugrasokat.
Ugyanakkor szamtalanszor éri vad a bakteridlis taxondmusokat, hogy ez ,csupan”
alapkutatds, a bakteridlis taxondmia felhaszndldsa csak korlatozott lehet6ségeket biztosit.
Ennek cafolatdra a tovabbiakban, a laboratériumomban napjainking is folyé alkalmazott és
mikrobidlis 6koldgiai kutatasokat bemutatni a teljesség igénye nélkil, amikoris nagyon
fontos valaszokat sikeriilt megadni a mikrobidlis 6koldgidban gyakran feltett kérdésekre: ,Ki
van ott?; ,Mit csinal ott?”; Mi lehet a szerepe?”; ,Van-e megoldas az adott problémara?” a

taxondmiai kutatasok tukrében.

Végiil pedig sajat taxondmiai kutatdsaink mérfoldkoveit veszem szamba: a bemutatott
taxondmiai leirdsok nem csak kronoldgiai sorrendet kovetnek, hanem bennlk viszontlatjuk a
prokaridta taxondmidban alkalmazott mddszerek fejl6dését, a taxondmiai leirdsok

mérfoldkoveit az elmult 20 évben.
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3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1 TAXONOMIAI ALAPELVEK, A TAXONOMIA ES FILOGENETIKA JELENTOS
MERFOLDKOVEI, A PROKARIOTAK ELHELYEZESE AZ ,,ELET FAJAN”
A taxondémia az él6lények csoportokba sorolasanak tudomdnya, ami sordn azokat
rendszertani csoportokba, Ugynevezett taxonokba soroljuk be.
Carl von Linné (1707-1778) svéd orvos-botanikus fektette le a rendszerezés alapelveit, az
él6lények korében bevezette a kettds latin nevezéktant és sok szempontbdl az O alapelveit
kovetik ma is. A Sytema Naturae (elsé kiadds: 1735)cim( munkajdban megprobdlta
rendszerbe sorolni az él6lényeket, amelynek 10. kiadasa (1758) mar 7700 novény- és 4235
allatfajt tartalmazott. A novények és allatok kirdlysdga mellett az asvanyokat is megemliti.
Ernst Haeckel (1834-1919) német zooldgus (és filozdfus) az élet fajara mar ,berajzolta” az
allatok és novények mellé az egysejtlieket (1. abra), evollciés elmélete és nézetei sajat
koraban is elismerést arattak, az eugenika (filozéfiai tudomanyag, amely azon behatasokkal
foglalkozik, amik egy adott faj velesziletett tulajdonsagait javitjak) uttoréjének tekintheté
(zigman, 2007). O kisérelte meg el6szor, hogy az addig ismert 6sszes él6lény leszarmazasi

viszonyait egyetlen torzsfaban mutassa be (1. dbra).
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1. abra. Az élet faja (Haeckel), forras: Ernst Haeckel 1866-0s Generelle Morphologie der Organismen c.
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Nagy el6relépésnek szamitott a prokaridta és az eukaridta szervezddési szint felismerése és
elkilonitése a francia E. Chatton (1883—1947) munkassagaban (Podani, 2007). Az amerikai H.
F. Copeland (1902-1968) a prokariétakat mar teljesen elkiiloniti, az eukaridtakon belil pedig
megtartja a Protista birodalmat, tehat négy kirdlysag létezését valdszindsiti az élSlények
kozott.

Robert Whittaker (1920-1980) 1969-ben az alapvetd taplalkozasi formak, szaporodasi tipus
és sejtszervez6dés alapjan létrehozza az él6vilag ,5 kirdlysag”-os rendszerét, amelyben

elkiloniti a gombdkat is, mint ,,abszorpcidval taplalkozék” csoportjat (2. dbra).

2. abra. Az élet faja. Whitaker (1969) nyoman

Rendszerében elkilonilnek az allatok, a névények, a gombdk, az egysejtliek és az un.
monera-k, amelyekhez a prokaridta szervezeteket sorolja. Ez a rendszer ugyan a maga
nemében egyediilalld, de nem biztositja a taxonok teljes ,atfedésmentes” besoroldsat,
hiszen csak fenotipusos bélyegekre alapozza a nagyobb taxonédmiai egységek elkiilonitését.
Lynn Margulis evoluciébiolégus szintén 5 kirdlysag létezését feltételezi, azonban 6 a
novények kozé csak a szarazfoldi novényeket illeszti be (Embryophyta) (Margulis, 1970).

Ezutdn szamos probalkozas tortént arra, hogy egy atfedésmentes, jol alkalmazhatd,
hierarchikus taxondmiai rendszert hozzanak létre. Szamos molekularis markert probaltak
tanulmanyozni, amellyel egy egységes rendszert lehetne alkotni, és amellyel a pro-és

eukaridtakat azonos maddon lehetne vizsgalni: pl. tejsav dehidrogenaz enzim, kilénboz6
10
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elongacios faktorok, citokrom c, stb., de ezek egyike sem univerzalis az élGvilagban, ezért
nem voltak alkalmasak egy valds filogenetikai rendszer |étrehozdsara.

Végiil a 16S (eukariétaknal 18S) rRNS gének vizsgalata kulcsot adott ahhoz, hogy az 6sszes
él6 szervezetet azonos mddon vizsgalva lehessen az élénylényeket rendszerezni: immaron
nem csak a fenotipusos és bizonyos molekuldris bélyegek alapjan (legyenek azok
barmilyenek) lehessen a szervezeteket csoprtokba sorolni. A riboszomalis rRNS molekulakat
az aldbbi tulajdonsagok teszik j6 filogenetikai markernek: 1., univerzdlis el6fordulasu -
esszencialis minden él6 szervezet szamadra (a riboszomak nem tudnak mRNS-sé irni semely
szekvenciat riboszomalis RNS nélkiil); 2., er6sen konzervaltak, nagyobb mutacids lépések
ezen génben valdszintleg letalisak voltak, tehat az evollcidé sordn csak kevéssé valtozhatott
(igy molekularis 6raként - kronométerként - is hasznalhatd). 3., mivel konzervaltak, ez
lehet6vé teszi, hogy tobbé-kevésbé univerzalis primer-t tervezzenek hozzda, igy szinte
barmely baktériumbdl felszaporithaté ez a szakasz. A molekula elsédleges és masodlagos

szerkezetét E. coli baktériumnadl a 3. dbra mutatja be.

+21 fehérje 205

4 Domain Il _
70 S riboszéma O S Domain Ii

165 rRNS ¢ Erésen
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Q \  régiok
508
23S rRNS 5S rRNS
+34 fehérje

3. abra. Az E. coli 16S rRNS molekulajanak (els6dleges és masodlagos) szerkezete Grisham és Garrett (1995)
nyoman

igy aztan hatalmas attorést jelentett a modszertani fejlédések nyomdan 1977-ben létrejott
filogenetikai értékelés/rendszerezés, amely a 16S rRNS gén bazissorrendjét vizsgalva
bebizonyitja, hogy a prokariétak korantsem alkotnak egységes rendszert, hanem két kilén
leszarmazasi vonalat képeznek az eukariétdk mellett (Woese, 1994; Woese és mtsai, 1990,

Pace, 1997). Woese 3 doménes rendszere (Bacteria, Archaea, Eukarya) raadasul
11
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megallapitja, hogy az Gsbaktériumoknak nevezett csoport (Archaea) filogenetikailag

kdzelebb all az eukariétak leszarmazasi vonalahoz, mint a masik prokariéta csoporthoz (4.
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4. abra Az él6vilag univerzalis torzsfaja Woese nyoman(Pace, 1997)

Ezutan még tobb prdébalkozas latott napvildgot az él6lények rendszerbe sorolasara: pl.
Cavalier-Smith rendszere, amelyben 2 birodalmon (eukariéta és prokariéta) belil 6, kés6bb 7
kirdlysagot kilonit el (Cavalier-Smith, 1998; Ruggiero és mtsai., 2015), néhanyan a virusok
elhelyezését is tdmogatjak az él6vildg rendszerében (Hedge és mtsai., 2009). Ennek ellenére
a Woese és mtsai altal felvetett 3 doménes rendszer terjedt el leginkabb.

A 16S rRNS gén szekvencidkra tobb adatbazis is kiépilt azéta: RDPII (Ribosomal Database
Project-Il) (Cole és mtsai., 2009); ARB (Ludwig és mtsai., 2004); SILVA (Pruesse és mtsai.,
2007), de az EzBiocloud adatbazisdnak is ez az alapja (Yoon és mtsai., 2017). Ez utébbi
adatbazis a valid fajok tipustorzseinek ellenGrzott szekvencidit is tartalmazza, 2019.
taxonok  megoszldsat az 5. adbra  mutatja

augusztusdban a  prokariéta

(https://www.ezbiocloud.net/dashboard).  Latszik, hogy az an. filotipusok (a

mikrobiolégiaban a filotipus egy kornyezeti DNS-szekvencia vagy szekvencidk csoportja, a
legszélesebb korben alkalmazott marker a 16S rRNS gén — gyakran operacids taxondmiai

egységként — OTU hivatkoznak rd) szama igen magas mind a Bacteria, mind az Archaea

csoportban.
12
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Phylotype: 79.50% —

e e

Phylotype: 73.91% Phylotype: 72.65%

Prokaryotes Bacteria Archaea

5. dbra. A prokaridta taxonok ismert szekvencidinak megoszlasa az egyes domének k6zott forras: EzBioCloud,
(2019)

De ez utdbbival mar nagyon elSreugrottunk, hiszen torténetileg még csak a 90-es évek végén
jartunk: Doolittle 1999-es Science-ben megjelent cikkében a konszenzus élet fajat az

aldbbiakban abrazolja (6. abra).

[ G )

(Other bocteria) (Eylmbnnril, (Crenarchasoia)
) ? A add
iy I

4|

cnu.oncm.nsr (Ciliates)
mmcuouonm '
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6. dbra. Az élet faja Doolittle nyoman (1999)

A fan Doolittle a Bacteria domén-nak és az eukaridtdknak csak néhany képvisel§jét mutatja,
viszont az alsébb nyilakkal utal a mitokondrium és a kloroplasztisz valdszinl eredetére. Az
endoszimbidzissal létrejott eukaridta sejtek eredete nem Uj keletl o6tlet, hiszen erre mar

Merezskovszkij (1885-1921) és Wallin (1883-1969) is felhivta a figyelmet, Lynn Margulis
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munkassaga nyoman pedig a biolégusok altal széles korben is elfogadotta valt. Doolittle az
Archaea kirdlysagon belll mar elkiloniti az Euryarchaeota és Crenarchaeota vonalakat.

A kovetkez6 attorést a polimerdz lancreakcido (PCR) feltaldlasa és alkalmazasa jelentette
(Mullis és mtsai., 1986; Kary B. Mullis, Nobel-dij, 1993). Innent6l kezdve a molekuldris
modszerek fejl6dése hatalmas ugrasokat tett lehetévé az élet eredetének kutatasaban és a
taxondmia fejlédésében mind az eukariotak, mind a prokariéta szervezetek vonatkozdsaban.
A technika lehet6vé tette, hogy megfelelS primert alkalmazva egy tetsz6leges DNS szakaszt
felszaporitani lehessen — ezzel a bazissorrend elemzések hihetetleniil felgyorsultak, egyre
tobb szervezet 6rokité anyaga valt molekularisan feltérképezhet6vé - és ez természetesen a
molekuldris 6koldgiaban is jelentds fejl6dést eredményezett.

Az azéta elterjedt Ujgenerdcios szekvendldsok (NGS) kifejlesztése hatalmas jelentGségl,- és
bar a technika részleteinek leirasa a dolgozatnak nem célja, az alabbiakat mindenképp
érdemes megemliteni: 1., ezek a szekvenaldsi mddszerek gyorsak (gyorsabbak, mint a
Sanger-féle médszer), 2., PCR-alapu technikak 3., a leolvasas rovid szakaszokban torténik 4.,
a kapott informacids adathalmazt nagy teljesitmény(i szamitdgép segitségével dolgozzik fel.

A technikdnak taxondmiai szempontbdl elsé sorban a szervezetek teljes genomjanak
elemzésében, és a beldlik kinyerhet6 hatalmas informacid tartalomban van.

Ugyanakkor tudni kell azt is, hogy az Uj generacids szekvenaldsi modszerek k6zosségi szinten
is nagy mennyiség(, jol definidlt eredményekhez juttatnak minket az él6lénykozosségekrdl
pl. metagenom analizisek kivitelezésével. Ezen elemzések a mikrobioldgidban is kiilénosen
fontosak, hiszen mint korabban mar emlitettem, a baktériumok legnagyobb része nem
tenyészthetd, igy tiszta tenyészetiik sem all rendelkezésre a vizsgdalatokhoz.

A legljabb metagenom elemzések és egysejt-szekvendlasok (7. dbra) szerint is
bebizonyosodott, hogy a Foldon a prokariétdk a legnagyobb szamban és diverzitasban
fellelhetd szervezetek (Gasc és mtsai., 2015), annak ellenére, hogy tobbségiiket csupdn

indirekt, molekuldris moédszerrel lehet ,lathatéva” tenni.
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7. dbra. Az Gjgeneracios mdédszerekkel kinyerhetd informaciok egy teljes mikrobidlis k6zosségre vonatkozéan
Gasc és mtsai (2015) nyoman

Az ugynevezett felszin alatti kdrnyezetek (,subsurface environments”) tanulmanyozasa
eleinte sok nehézségbe itk6zo6tt annak ellenére, hogy ezen kornyezetek a Fold jelentGs
hanyadat képviselik: nehézkes a mintavételezésiik, zomében anaerob kornyezetek és
gyakran egészen alacsony tdpanyag koncentracidval jellemezhet6ek. El6zetes eredmények
alapjan kordbban is ugy gondoltdk, hogy ezen természetes kornyezetek esetleg menedéket
jelenthetnek azon szervezeteknek, amelyek az Gsi, primitiv életformak korai ledgazasaihoz
tartoznak vagy esnek kozel. A nukleinsav alapu technikdk tovabbi fejlédésével ezen
kornyezetek is széles korlibben tanulmdnyozhatéva valtak, a metagenomikai médszerekkel
torténd mikrobioldgiai feltardsok egészen elképeszt6 eredményeket hoztak.

Mar 2002-ben megtaldltdk az Archaea-k egy egészen kilonleges csoportjat, amelyek csak
gazdaszervezetikkel (Ignicocccus) egylitt képesek élni, kicsiny méretiik (genomjuk) alapjan
Nanoarchaeum equitans-nak nevezték el.

Tenyésztéstdl fliggetlen mdodszerekkel 2012-2016 k6zott mar Gj, phylum-szint(i leagazasokat
taldltak: 2015-ben Brown és mtsai leirtak a CPR (Candidate Phyla Radiation) csoportot, Hug

és mtsai 2016-ban metagenomikai eredményekre tdmaszkodva Ujra rajzoltak az élet fajat.
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2017-ben Williams és mtsai leirtak az Archaea-k DPANN ledgazdsat (Diapheroites,
Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, Nanoarchaeota, Nanohaloarchaeota), majd tovabbi
eredményekkel kiegészitve 2018-ban a Cell kozli le a legljabb eredményeket (Castelle és

Banfield) (8. abra).
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8. dbra Az élet faja Castelle és Benfield (2018) nyoman
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A L Uj” élet fajan lathatd, hogy a legujabban felfedezett mély ledgazdsok szinte egyetlen
tenyészthetd prokariota képvisel6t sem tartalmaznak (az abran piros korok jelzik 6ket).

A CPR és DPANN leagazasokra extrém kicsi genom jellemz6, igy 6ndlld sejtes életre nem
képesek, de novo nem tudnak nukleotidokat sem szintetizalni, szimbionta életstilushoz
adaptalédtak: minimalis az aminosav és kofaktorok bioszintéziséért felel6s génjeik szama,
mindezidaig nem sikerilt a genomokban olyan géneket taladlni, amelyek a membran lipidek
bioszintéziséért felel6sek. Mind a CPR mind a DPANN leagzasok képviselSi eukariétakkal vagy
mas prokariétdkkal szorosan asszocidltan élnek. Néhdnyan alternativ genetikai kdédot is
haszndlnak - az UGA stop kodon naluk pl. glicin molekulat kédol. A CPR csoporthoz Brown és
mtsai (2015) 35 phylum-jeldltet soroltak, ma 70 folottire becsulik szamukat (1. kép).
Elgondolkodtatd, hogyan alakulhattak ki ezek a ledgazdsok — egydltalan kérdésként meriilt
fel korabban, nem-e artefaktumok ezen csoportok/csoportosuldsok...

Tény, hogy mindkét csoport viszonylag ,korai” evollciés csoportokbdl eredeztetheté (8.
abra). Az tovabbra is kérdés - vajon hogyan alakulhattak ki? A gyors evolucié esetleg genom-

redukcidhoz vezetett?

5
Support film

Bacterial|
cell

1. kép. Cryo-TEM (TEM=Transzmisszios Elektron Mikoroszkép) képek a CPR és DPANN képviselGir6l, amint
mas sejtekkel asszocidltan helyezkednek el (képek: Luef és mtsai., 2015; Baker és mtsai., 2010)
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Az élet faja ugyanakkor eukariota taxonokkal is folyamatosan bévil: a kutatdk pl.
nemrégiben egy egészen kilonleges eukariéta mikrobacsoportot fedeztek fel ujskdciai
talajokban. ElGsz6r a 19. szdzadbban figyelték meg ezen szervezeteket, mint szabadon éIg,
ragadozo egysejtlieket, amelyek 2 sor flagellummal rendelkeznek. DNS elemzésiik sordn
kideriilt, hogy sem az eddig ismert allati, sem novényi vagy egysejtli csoporthoz nem
tartoznak, az eukariotdk eddig leirt nagyobb ledgazdsain mindenképp kivil esnek. Ezen
szervezetek az elsé képviselGje egy Uj ,szuper-kiralysag”-nak, amely valdszin(ileg billid
évekkel ezel6tt dgazott le az élet fajardl (2. kép). A csoportot Hemimastigota-knak nevezték

el (Lax és mtsai., 2018).

2. kép. Hemastigota-krol késziilt fotdk. a., Spironema cf. multiciliatum; b-f., H. kukwesjik sejtek; Mérték: 10
pm (a); 5 um (b-e); 1 um (f), Lax és mtsai., 2018 nyoman.
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3.2 PROKARIOTA TAXONOMIA ALAPJAI

3.2.1 A prokariéta taxondmia kezdetei és fejl6dése napjainkig
A mikroorganizmusokat Antonie van Leeuwenhoek, holland természettudds (eredetileg
zooldgus, 1632-1723) 6ta latjuk, hiszen az altala készitett els6 mikroszkdpok mar felhivtak a
figyelmet létezésiikre. Lencséi lehetGvé tették nem csak a nagyobb méret(i eukariéta sejtek
megfigelését, hanem lattani engedett bizonyos nagyobb méretl baktériumokat is (pl. sz3j

nydlkahartyarél, széna &azalékdban, stb.) (https://www.britannica.com/biography/Antonie-

van-Leeuwenhoek).

A prokaridta taxondmia alapelvei a taxondémusok altaldanos elveit kovetik: klasszifikacid
(osztdlyozds), amely soran az él6lényeket - jelen esetben baktériumokat nem atfed6
csoportokba soroljdk. Alapvet6 egysége a ,faj”, illetve a prokaridtaknal a fajoknak megfeleld
torzscsoportok és OTU(k) (Id. kés6bb). Miutan meghataroztunk egy vagy tobb fajt, nagyobb
csoportok is definidlhatéovd valnak kiilonb6zé fenotipusos, genetikai és filogenetikai
tulajdonsagaik alapjan. Példaul egy nemzetség egy vagy tobb fajbdl all (Megjegyzendd, hogy
a prokariota taxonémiaban a ,faj” definicidja sem egységes - Id. kés6bb); egy csalad egy vagy
tobb nemzetséget tartalmaz, végil eljuthatunk a természetben létez6 baktériumtorzsek

csoportjainak hierarchikus rendszerének felépitéséhez (9. dbra).

BIRODALOM
(domain)

Bacteria

TORZS
(phylum)

Proteobacteria

OSZTALY
(classis)

Gamma-
proteobacteria

REND (ordo)

Enterobacteriales

CSALAD
(familia)

Entero-
bacteriaceae

@ Baktériumtorzsek
@ \

9. abra. A prokaridtak hierarchikus klasszifikacios rendszere, példakkal

NEMZETSEG
(genus)

FAJ (species)
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Az adott taxonok evollcids szempontbdl rokon él6lényeket tartalmaznak, idealis esetben a
torzsfa egy monofiletikus (azonos leszarmazasi vonalhoz tartozd) csoportjat képviselik.

Ugyanakkor a bakteriélégidban faj alatti kategdriakat is megkilonbdztetiink:

* alfaj: hasonld tulajdonsagokkal jellemezhetd baktériumtorzsek csoportja azonos
fajon beliil.

* baktériumtorzs: kozos (ismert) eredetl, azonos szam és betljelzéssel ellatott,
folyamatos atoltdssal fenntartott tiszta tenyészet. Ezek kozll egyet kivalasztanak
(altaldban egy, a legkorabban leirtak kozil), ezt torzsgylijtemény(ek)ben fenntartjak,
a kés6bbiekben a fajmeghatarozas alapjat képezi, tipustorzsnek nevezik.

* Okotipus: hasonlé 6koldgiai tolerancidval jellemezhet6 baktériumtorzsek 6sszessége.

* szerotipus: hasonlé szeroldgiai tulajdonsagokkal jellemezhetdé baktériumtorzsek
Osszessége.

*  morfotipus: hasonld morfoldgiai tulajdonsagokkal jellemezhet6 baktériumtorzsek
Osszessége.

* biotipus: hasonlé  biokémiai, fiziolégiai  tulajdonsdgokkal jellemezhetd
baktériumtorzsek dsszessége.

* patotipus: hasonlé korokozéd tulajdonsdgokkal jellemezhet6 baktériumtorzsek
Osszessége (azonos gazdara vonatkoztatva).

A klasszifikacio nem valaszthatd el az identifikaciotdl: identifikacido (azonositds) soran az
Ujonnan izolalt baktériumtorzseket kilonféle moddszerekkel ismert taxonokhoz lehet
hozzarendelni. Ha nem tudjuk besorolni az adott baktériumtorzset semelyik l1étezé taxonhoz,
akkor azt nem azonosithatéként lehet definidlni és Uj taxonként lehet megkisérelni a leirasat
(Id. késébb).

A legkorabbi mikrobioldgiai klasszifikacidra iranyuld prébdlkozasok csupan a baktériumok
morfoldgiai jellemz6ire hagyatkoztak, igy a XVII-XVIIIl. szdzadban a tuddsok csak ugy
beszéltek a prokariétakrél, mint egyetlen fajrél, mely nagyfokd morfoldgiai valtozatossagot
mutat (Rossell6-Mora és Amann, 2001).

A mikrobioldgia fejl6désének egyik legfontosabb |épése volt a baktériumok tiszta
tenyészeteinek elGallitasa annak ellenére, hogy mind a mai napig a prokaridta szervezetek
jelentds hanyadat nem sikerilt tenyésztésbe vonni (Amann és mtsai., 1995; Overmann és
mtsai, 2017). Az 1800-as évek végétsl egyre tdbb olyan festési eljarast dolgoztaki ki (pl. Gram
festés, C. Gram, 1884; savallo festés, R. Koch, 1882), amely valamely sejtkalkoté segitségével

a baktériumok bizonyos csoportjainak elkiilonitését tette lehetévé. Kozben szamos biokémiai
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tesztet és eljarast is sikerllt kifejleszteni a baktériumok fizioldgiai tulajdonsagainak
megismerésére, igy végll mindezek lehet6vé tették a mikrobdk elkiilonitését, fenotipusos
jellemzdinek leirdsat. A 70-es évektSl megjelennek a gyors identifikacids rendszerek is,

amelyek szintén fenotipusos bélyegek vizsgalatan alapulnak, ezeket a taxondmiai leirasoknal

mai napig alkalmazzuk (1. tablazat).

Biolog test Altaldnos teszt (tetrazdlium sok
redukcidjan alapul, annak
hatasara, amikor egy torzs
oxidalja az adott szubsztratot)

API 20E Enteralis Gram negativ palcak 20

API 20 Strep Streptococcus, Enterococcus 20

API 50 CH Altalanos hasznalat (savképzésen 49
alapul)

API Staph Staphylococcus 10

API ZYM Altaldnos teszt, enzimvizsgalaton 19
alapul

Vitek GP | Gram-pozitiv kokkusz, korineform 30

baktériumok

API Coryne Korineform palcak 20
Crystal Gram-Positive ID Aerob Gram pozitiv baktériumok 29
Enterotube Il Enterobacteriaceae 15

1. tablazat. Példak jelenleg hasznalatban Iévs gyorsdiagnosztikai tesztekre (a teljesség igénye nélkil)

A fenotipusos vizsgalatok lehetévé tettek egyfajta osztalyozast, de csupan fenotipusos
bélyegekre alapozva nehéznek bizonyult egy prokaridta klasszifikaciés rendszer felallitasa.
Hamarosan a sok, eltér6 fenotipusos mddszer egyre nehezebbé tette a taxondmusok
szamara, hogy objektiv médon kozelithessék meg az osztalyozas problémakorét. Rdadasul,
az egyre tobb fenotipusos tulajdonsdg vizsgalatokba vonasa egyre kezelhetetlenebb
adattomeget eredményezett - a hatdrozdé konyvek a baktériumok pontos meghatarozast
csupan fenotipusos bélyegekre alapozva nem tették lehetévé, bar a mikrobioldgusok
szisztematikusan meghatdroztak és definidltak a baktériumfajokat fenotipusos karaktereik
felsorolasa alapjan, els6sorban a ndvekedési paramétereikhez kapcsoldddan. A Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology, 1923, (David Bergey és mtsai.) és és ennek bévitett
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kiadasa is csupan fenotipusos bélyegeken alapult, s6t az1984-ben megjelent bévitett kiadas
is - Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology - ugyanezt teszi.

A szamitégépek és az informatika fejlédésével jott létre a numerikus analizis (Sneath és
Sokal, 1962). A numerikus taxondmiai vizsgalatok sordn szamos tulajdonsag Osszevetésére
kerlil sor, mindegyik esetében azonos sulyozassal. Az elemzés Osszeveti a vizsgalt
tulajdonsagok minél szélesebb skaldjanak meglétét, illetve hidnyat az adott élélénycsoportok
esetében. Az adatok felvételét kovet6en szamitégép segitségével minden baktériumtorzset
minden madsikkal paronként és tulajdonsagonként Osszehasonlitanak, majd megadnak egy
jellemz6 hasonldsdgi indexet. Az indexek maguk is tobbféleképpen kalkuldlhaték, a
mikrobiolégidban leginkabb a SM (Simple Matching) vagy a Jaccard koefficienst hasznaltak.
Ertelemszerien a sok hasonldsagot mutatd él6lények azonos csoportba keriilnek, annak
ellenére, hogy nem sulyozdédnak az egyes tulajdonsdgok. A numerikus analizis eredménye
egy dendrogram, ahol a kbzOsen csoportositott torzsek dsszességét fenonoknak hivjuk. Ha az
analizis soran az ismeretlen baktériumtorzseket autentikus baktériumokkal egyittesen
vizsgaljuk és veliik azonos fenonokba soroljuk, az adott baktériumot meghatdrozottnak
tekintik. Sok tenyésztheté baktérium azonban még igy sem volt ismert csoportokba
sorolhato, illetve a csak morfoldgiai, biokémiai és fizioldgiai kulcsbélyegeken alapuld
meghatdrozas tobbszor téves identifikdciohoz vezetett. Mindemellett a leirt baktérium
taxonok mennyisége egyre névekedett.

Raadasul a baktériumok elnevezésével is adddtak gondok. A nomenklatura (nevezéktan) a
taxondmianak az az aga, amely soran a kordbban ismeretlen taxonnak kettds latin nevet
adnak.

Ha torténeti sorrendbe szeretnénk rakni az él6vildg, koztiik a prokariotak nevezéktannal

foglalkozé tudomanyagat, az aldbbihaladasi vonalat |atjuk:

* A novények nemzetkodzi nevezéktani konyvében (International Code of Botanical
Nomenclature — ICBN (1905), a prokariétak névények kozé sorolddtak.

* 1948-ban jelenik meg az els6, mar kifejezetten baktériumokkal foglalkozd
nevezéktani tanulmany - International Code of Nomenclature of Bacteria — ICNB, itt a
baktériumok mar kilon csoportban, kiilén nevesitve talalhatéak.

* International Code of Nomenclature for Cultivated Plants — ICNCP (1953, in: Brickell
és mtsai., 2009), a tenyésztett névényeket

* International Code of Zoological Nomenclature — ICZN (1961, in: Ride és mtsai., 1999)
az allatokat
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* az International Code of Nomenclature and Taxonomy of Viruses — ICNTV (1971 in:
King és mtsai., 2011) a virusokat prébalja rendszerezni.

Az 1970-es évekre mar olyan nagy mennyiségl szinonim baktériumnév létezett, - kozel
30000 fajnév kerult publikalasra, melynek bizonyosan csak toredéke volt valéban létezd
fajhoz kapcsolhaté - hogy az 1976-ban, Jeruzsdlemben a Juicidal Comission of ICSB
(International Committee on Systematics of Bacteriology) bizottsaga az addig l|étez6
baktériumnevek revidealasat tlizte ki célul, kiadtak a baktériumnevek jévahagyd listajanak
els6 verzidjat (Approved List of Bacterial Names). Ezt Skermann és mtsai fejlesztik tovabb
(1980). A lista meghatdrozta az érvényes baktériumneveket, valamint védetté - meg nem
valtoztathatdva tette azokat. Az addig 30 ezres fajlista ezzel 1800 koriili értékre lecsokkent.
Kozben szabalyoztak az akkoriban érvényes fajleirds feltételeit is. 1976 januar 1. 6ta csak az
szamit érvényes fajleirasnak, amelyet az International Journal of Systematic Bacteriology
(1JSB) tudomanyos folydiratban tesznek kézzé (ma: International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, IJSEM); vagy a fajnév megjelent az 1JSB/IJSEM validacids
listdjdban, amely azokat az érvényes fajneveket, fajleirdsokat sorolja fel, amelyeket mas
folybiratokban szabalyszer(ien publikaltak. Kimondtak, hogy érvényes fajleirds csak
baktériumtorzsekre alapozva lehetséges (tenyészthet6ség), a tipustdrzset, mint névhordozot
nemzeti és nemzetkozi torzsgyldjteményekben kell elhelyezni (Skerman és mtsai., 1980).

A 80-as években a fenotipusos taxondmiai leirdsok problémdit a kemotaxondmia és a
modern biokémiai analitika (els6sorban kromatografidval, gél-elektroforézissel torténd
elvalasztdsi technikdk, specifikus kémiai alkotoelemek, mint aminosavak, cukrok, lipidek
elvdlasztdsa) fejl6dése latszott feloldani. A kemotaxondémiai markerek (els6 sorban a
baktériumok sejtfaldban és citoplazma membranjaban) felhaszndlasa a baktériumtaxonok
meghatdrozasban és elkilonitésében ily mddon nagy segitséget jelentett, hiszen ezen
markerek legtobbje tenyésztést6l fliggetlendl altaldban stabilak és az evolucid sordn is
csekély valtozdsokon mentek (Lemmer és Kroppensted, 1984).

Az 1975-ben leirt (O’Farell) kétdimenzids fehérjegél elektroforézis mdédszer a proteomika

alapjait teremti meg.
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Sasser és munkatarsai (1990) pedig kidolgoztak a membran lipidek biokémiai elemzésének
modszerét — ezzel megalapozva citoplazma zsirsavainak feltérképezésén alapuld taxondmiat,
a MIDI rendszer kifejlesztését.

Azonban nagyon sok taxondmiai probléma feloldasara a kemotaxondmiai markerek analizise
sem volt megfelel6, bar a kémiai technikak fejl6édésével egyre szélesebb korben valt

alkalmazhatéva a mikrobiolégiaban is. Gondot jelent azonban:

* a markerek felbontasa sok esetben csak bizonyos taxondmiai csoportokon beliil
alkalmas jo elkiilonitésre (pl. mikolsavak analizise bizonyos Actinobacteria taxonokon
belll)

» fajokra jellemzé bélyegek szinte nem léteznek, a kemotaxondmiaia markerek inkdbb
nemzetségekre jellemz6ek (bar bizonyos taxonokon belll ugyanazon markerek
mennyiségi aranyai mar fajra jellemz8 tulajdonsagok is lehetnek, pl. citoplazma
membran zsirsavai esetén).

* sok marker az él6vilag egészében univerzalis el6fordulasu, igy taxondmiai jelet6ségik
kicsiny (pl. Cia:0, Ci6:0 zsirsavak)

* bizonyos markerek csak bizonyos csoportokban I[éteznek, nem univerzalis
el6fordulasuak (pl. bakterialis kinonok csak a l1égz6 szervezetekben vannak).

A probléma végs6é megoldasat a molekularis biolégia szolgdltatta. A pontosabb
baktériumidentifikaciés maoédszerek forradalmanak id6szakdaban el6szor az ismert fajok
filogenetikai érvényl taxondmiai jellemzését végezték el. A legels6 vizsgdlatok a DNS G+C
bazis mdlaranydnak (mol%) meghatdrozasara terjedtek ki, valamint ezzel parhuzamosan
nukleinsav-hibridizacidos (DNS-DNS, DNS-RNS) technikak elterjedése (Wajne és mtsai., 1987).
A DNS-DNS hibridizaciét (DDH) kb. 50 évig a fajhatarok megdllapitdsdhoz szlikséges
genomidlis ,,gold standard”-nek nevezték. Kb. ugyanekkor derilt fény a riboszémalis RNS-
eket kodold gének konzervalt jellegére és esetleges filogenetikai céll hasznosithatdsagara is
(err6l korabban mar széltam, Woese, 1994). A nagy attorést a nukleinsavak szekvencia
analizisének kidolgozdsa jelentette a 70-es évek elején. A gyors RNS és DNS szekvendlasi
maddszerek elterjedésével elegendd informdcid allt rendelkezésre egy atfogd bakteridlis
filogenetikai rendszer felvazolasdhoz, valamint az egyes taxondmiai csoportok elkiilonitését
tovabbi moddszerek fejlesztésével igyekeztek megoldani. Stackebrandt és Groebel (1994)
javasoltak, hogy a DDH (DNS-DNS hibridizaciés) mdodszereket egyszerlen valtsak fel a 16S

rRNS génjének bazissorrend elemzésével. A 70%-o0s teljes genomra vonatkozé hibridizacids
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értéket ekkor kb. 97%-0s 16S rRNS gén azonossaggal parositottak és ez a hatarérték sokaig
igy is maradt hasznalatban, bar 2005 utan az értéket 98,2-99,0%-ra mddositottak
(Stackebrandt és Ebers, 2006).

Tehat a bakteridlis taxondmiaban a 16S rRNS gén szekvencia elemzésének kitlintetett
szerepe van: ismerete nagyon fontos, azonban nem elégséges feltétele egy faj
definidlasanak. A ,97%-os szabdly” csupan azt allapitja meg, hogy ennél alacsonyabb
szekvencia hasonldsag esetében biztosan kiilon fajba tartozik a vizsgalt 2 baktérium. Viszont
a 97% feletti 16S rRNS gén szekvencia homolégia nem jelenti feltétleniil az azonos fajba
tartozast (Stackebrandt és Goebel, 1994). A nemzetség és anndl magasabb taxondmiai
kategdridkba sorolashoz a 16S rRNS gén megfelelS felbontassal rendelkezik, illetve elemzése
fontos annak eldontéséhez, hogy a kérdéses taxonon(ok) az adott tipus torzs DNS-DNS
hibridizacién alapuld 0Osszehasonlitasat el kell-e végezni - Tindall szerint (2010) teljes
genomra vonatkoztatva a 70% feletti hasonldsagi érték azonos fajhoz tartozdst jelent.
Innentdl kezdve két baktériumot azonos fajhoz tartozénak teikntettek, ha 16S rRNS génjik
legaldbb 97%-o0s szekvencia hasonldsdgot (vagy afolotti értéket) mutatott és a teljes
genomra vonatkoztatott DNS-DNS hibridizacids értékik pedig legaldbb 70 mol% volt.

A multilékusz bazissorrend meghatdrozasok és ezen az alapon toérténé Osszehasonlitasok
Ujabb Ioketet adtak a taxondmusok szamara (Glaesar és Kampfer, 2015). A csalddon belili
nemzetségek vagy adott nemzetségeken beliil a fajok filogenetikai kapcsolatanak nagyobb
felbontdsanak elérése érdekében a multildkusz szekvencia-analizis (MLSA) jelenleg is széles
korben alkalmazott mddszer. Ezen vizsgalatoknal altaldban konzervalt funkcidju fehérjék
génjeit (Un. haztartdsi géneket) haszndljak filogenetikai elemzésekhez. Az MLSA elemzéseket
a prokariota taxondmidban széles korben alkalmazzdk, de ezen vizsgalatokhoz nincs
egységesen elfogadott szabaly: kiilonb6z6 csoportokndl kiilonb6z6 géneket célszerd
vizsgalni, a vizsgalt gének szdma és a szekvencidk hossza is eltér6 lehet a kilonb6z6
prokaridta csoportoknal. Egyetértés sziiletett azonban abban, hogy sokszor a hibridizacios
eljardsok ezzel kivalthatdéak és azokban a prokariéta csoportokban ezen eljaras
elengedhetetlen, ahol a 16S rRNS gén vizsgalata nem ad elegend6 felbontast az adott

taxon(ok) elkilonitéséhez.
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Fleischmann és mtsai (1995) publikadljdk a Haemophilus influenzae teljes genom
szekvenaldasanak modszerét és analizisét, Fodor és mtsai (1993) az mRNS szint mérésére
vallalkozott sikeresen a sejtekben.

Azdéta szamos baktérium teljes genetikai allomdnyanak szekvencidja hozzaférhetd, a
tipustorzsek genomszekvendlasa Ujabb lehet&séget nyljt, és szinte atformdlja a prokariéta
taxondmiat azaltal, hogy a fajok azonositdsat sokkal biztosabbd teszi, ravilagithat a
taxondmiai csoportok funkciondlis sajatsdgaira is és a magasabb rend( taxonok
filogenezisének tisztazasahoz is hozzajarul. Ugy tlinik, sok nem tenyésztett, esetleg
szimbidzisban él6 szervezetrdl is jelentds informacidhoz juthatunk (meta)genom elemzések
altal (Whitman, 2015).

Kim és mtsai az azonos fajhoz tartozasra vonatkozd hatarértéket teljes genom elemzések
soran 98.65%-ban allapitjdk meg és a vizsgdlatokat ANI (Average Nucletotide ldentity)
értékekkel javasoljak kiegésziteni (2014).

Tény, hogy a modern mikrobialis szisztematika/taxondmia szamos maodszert kovetel a
mikroorganizmusok atfogd jellemzésére, osztdlyozdsdra és azonositdsara: a teljes genom
elemzések biztositjak a végsd referenciat a pontos taxondmiai azonositasra és a filogenetikai
hovatartozds leirdsdara, a kivalasztott biomarker-alapu stratégidk pedig tovabbra is biztositjak
az eszkozoket az alacsonyabb taxondmiai csoportokon belili elkiilonitésekhez. A
proteomika, a gének expresszidjat, valamint a kapott fehérjék szerkezetét és funkcidjanak
vizsgalva kiegésziti a genom szekvenciaadatok altal kapott informdacidkat. Nem hagyhaté
ugyanakkor figyelmen kivil, hogy a tomegspektrometriai fejlesztések szintén sokat
lenditettek a baktériumok azonositasi problémain. Kiléndsen klinikai izolatumok esetén
megbizhatdoaka MALDI-TOF MS vizsgalatok: sejtfelszini fehérjék vizsgalatan at kozelit a
mikrobak azonositdsahoz — bar megjegyzendd, hogy felhasznalhatésaga a taxondmiaban
adatbazisok hidnyaban csak bizonyos taxondmiai csoportoknal célszerl (Schumann és Maier,
2014).

A tandem tomegspektrometria moddszereivel lehetséges akar tobb szaz expresszalt
mikrobidlis torzsmarkert azonositani. A proteomikdn alapuld megkozelitések a
mikroorganizmusok jellemzésére szolgdlé hagyomanyos moddszerek kiegészitését jelentik,
alkalmazhatéak a mikroorganizmusok jellemzésére szinte bdarmely taxondmiai szinten

(Karlsson és mtsai, 2015).
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Mindemellett a fenotipusos bélyegek vizsgalata tovabbra sem elhanyagolhaté a tenyésztett
bakériumok esetében. 2009-ben jelent meg egy atfogd kozlemény a sziikséges (és talan

elégséges) fenotipusos vizsgalatokrol ennek kapcsan (Bocher, 2009).

3.2.2 A prokariota fajfogalom/fajdefinicié problematikaja
Megjegyzés/kiegészités: a baktériumok tenyésztése tovdbbra is kihivds!

Hatékony, gyors és dltaldnosan alkalmazhato tenyésztési és izoldldsi technika kidolgozdsdra
régéta nagy igény mutatkozik a mikrobiolégidban. Manapsdg mdr sokféle tdptalajt
alkalmaznak mikrobdk tenyésztésére, de sajndlatos modon ezek a tenyészkézegek még igy is
csak egy adott mintdban fellelheté baktériumszdm téredékének képesek a névekedéshez
sziikséges feltételeket biztositani, nincs olyan ésszetett médium, melyen minden létezd
baktérium szaporodna (Amann és mtsai., 1995; Overmann, 2014). A tenyésztéses eljdrdsok
sordn alkalmazott tdptalajok vagy dusito kézegek mindig szelektivek és sosem tudjdk
visszaadni az eredeti mikrobakézisségek teljes dsszetételét - a hagyomdnyos tenyésztési
modszerek gyakran kiilbnésen szelektivek, és inkdbb a gyorsabb névekedésli, domindns
taxonoknak kedveznek. Minél tobb tdptalaj haszndlata, minél tébb kérnyezeti faktor
figyelembe vétele, alacsony tdpanyag-koncentrdciok (oligotrof tdpkézegek), szévet és
sejttenyészetek, stb. alkalmazdsa azonban egyre tébb olyan baktérium vizsgdlatdt és leirdsdat
teszi lehetévé, melyek a filogenetikai térzsfa egy-egy uj dgdt képviselik. Szamos uj technikat
probdlnak alkalmazni: csékkentik az inokulum méretét (Davis és mtsai., 2005), alternativ
szildrdité dgensek haszndlnak (Kamagata és Tamaki, 2005), grddiens kamra tenyésztés
(Emerson és mtsai., 1994), Ichip-ek alkalmazdsa (Nichols és mtsai., 2010), a PWPCR (Plate-
wash PCR) (Stevenson és mtsai., 2004) vagy az egysejt izoldlds (Ishii és mtsa.i, 2010) mind azt
célozzdk meg, hogy kordbban tenyésztésbe nem vonhatd szervezeteket valamilyen technika
segitségével taptalajon fenn tudjanak tartani.

Valamely taxon leirdsdnak alapvetd feltétele jelenleg ugyanis, hogy a vizsgdlni kivdnt
baktérium laboratdriumi kériilmények kézétt tenyésztheté legyen. Igaz, hogy létezik a
»Candidatus” fogalom, amely dltalaban azon baktériumokat foglalja magdba, amelyek vagy
nem vonhatdk tenyésztésbe, de ismerjk 6ket vagy a vizsgdlatukhoz sziikséges biomassza
elddllitasa nehézségekbe (itkézik: ugyanakkor ezen szervezetek egyértelmii azonositdsa
meégiscsak lehetséges genetikai, morfologiai, 6koldgiai és néhdny anyagcsere tulajdonsdaguk
alapjan. A Candidatus stdtuszt a legujabb metagenomikai felfedezések kapcsdan igyekeznek
kibbviteni, hiszen a modern szekvendldsi technikdk lehetévé teszik a DNS-szekvencidk diszkrét
populdcidinak felismerését adott kérnyezeti mintdkban, amelyeket a még le nem irt fajok
tagjaiként lehet azonositani (Konstantinidis és Rosello-Mora, 2015).

A prokariéta fajfogalom a laboratériumi technikak fejlédésével parhuzamosan valtozott,

formalddott. A baktériumokkal foglalkozé taxondmusok altaldban megegyeznek abban, hogy
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egy jol hasznalhato, altalanosan alkalmazhatd, prokariétakra érvényes fajfogalom kialakitasa
feltétlenll szlikséges lenne. Az eukariéta él6lényekre is tobbféle fajfogalom él, melyek kozil
a legdltalanosabb az egymassal ivaros szaporoddsra képes és mas élGlénycsoportoktdl
reproduktive izolalt egyedek 6sszességét fejezi ki (Mayr, 1942). Am ez a prokariétak nagy
részére nem igaz, hiszen a baktériumok korében szamos, akdr nemzetségeket érinté
horizontdlis géntranszferrel taldlkozhatunk. Sokaig nem sziiletett egységes fajfogalom/faj
definicid, mely a prokaridtakra alkalmazhatd lenne, tobb, kilénb6z6 meghatarozdassal is

taldlkozhattunk:

* A faj olyan mikrobatorzsek 6sszessége, melyek szdmos tulajdonsagukban mutatnak
hasonldsagot egymassal, és szignifikansan eltérnek mas mikrobatorzsek csoportjaitdl.

* Az un. filo-fenetikus fajfogalom szerint a fajokat ugy irhatjuk le, mint egy
monofiletikus, genetikailag Osszetartozd egyedek csoportjat, melyek nagyfoku
hasonldsdgot mutatnak szamos egymastdl fliggetlen tulajdonsagban és fenotipusos
jellemzé&ik alapjan meghatarozhatoék (Rossell6-Mora és Amann, 2001). Ugy vélik, hogy
ez utdbbi megfogalmazds sokkal gyakorlatiasabb, mint az eukaridta fajokra
hasznalatos definicidk.

* A ,genetikai” alapon meghatarozott fajfogalom szerint korabban akkor tekinthettiink
két mikrobatoérzset azonos fajhoz tartozénak, ha 16S rRNS génjiknek teljes
szekvencia analizise alapjan 97% vagy annal nagyobb hasonldsagot mutatnak,
tovabba a teljes genom DNS-DNS hibridizaciojuk értéke 70% vagy annal nagyobb
hasonldsagi értéket mutat (Stackebrandt és Goebel, 1994).

Ma, a genomika kordban azonban, amikor a DDH (DNS hibridizacid) technika is lassan
feleslegessé valt, két genom kozott az atlagos nukleotid azonossag (ANI= Average Nucleotid
Identity) meghatdrozasa tlint a legalkalmasabbnak a genomi fajhatarokat megallapitasara,
ezt 95-96%-0s ANI értéknél dllapitottak meg. Az ANI értékek meghatarozdsahoz gyakran nem
sziikséges a teljes genom Osszetételének pontos ismerete elegendd a genom kb. 20%-anak
random szekvendlasat elvégezni, az érték mar abbdl is kalkuldlhaté (Richter és Rosello-Mora,
20009).

A DNS szekvenaldsi technolégiak és a bioinformatika fejl6désével ugyanakkor lehet6ség van
az adott prokaridta szervezet teljes genomjanak analizisére, amely szdmos lehet&séget rejt
magdaban. Chun és mtsai 2018-ban azt javasoltak, hogy a DDH értékeket minden esetben

helyettesitsék az teljes genom rokonsagi index-szel (OGRI=Overall Genome Related Index).
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Ennek értéke azt mutatja meg, hogy két genomszekvencia mekkora hasonldsagot mutat
egymassal.
Ugyanakkor az aktualis fajdefiniciét az is , befolyasolta”, hogy éppen mely tudomanydgban

alkalmaztak:

* Az orvosi gyakorlatban a meghatarozasban egyedi torzsekre alapozva, csupan néhany
fenotipusos karakterben vald kiilonbségre alapozzak a fajmeghatdrozast.

* A kornyezeti mikrobioldgiaban a fajfogalom populacidkkal, torzskollekcidkkal dolgozik
és filogenetikai informaciokat keres mddszereivel.

* Korabban, a numerikus taxondmiai elemzés két kilonb6z6 baktériumot egy fajba
tartozénak tekint, ha az SM (Simple Matching) koefficienssel kalkulalt hasonldsag
érték 80-90% vagy a folotti, Jaccard koefficiens hasznalatakor pedig legaldbb 90-95%.

Ezért mind a legutébbi idékig a prokariétdk korében a taxondmiai leirasok esetén a
polifazikus eljardsokat javasoltdk: mind fenotipusos (klasszikus fenotipusos tesztek, okoldgiai
vizsgalatok, gyorsdiagnosztikai eljarasok, kemotaxondmiai analizisek), mind genetikai

analizissel vizsgalni egy adott (lehetséges Uj) taxondmiai csoportot.

De mivel is egésziil ki pontosan napjainkban, a teljes genom analizisek koraban a
prokariota fajdefinicio?

A baktériumfajt egy tipustorzzsel sziikséges definidlni, amely tehat egy ELO mikroba, és
amely baktériumtorzs torzsgyljteményekbdl barki szdmdara elérheté (legaldbb 2
torzsgylijteményben deponalni kell a taxon leirdasakor azt). Tehat valddi faj ,,fogalom” alapja

ma is még a tenyészthetdség.... (legaldbbis 2020 mdarciusdig biztosan, magyardazat Id. kés6bb)

Ugyanakkor a ,modern” fajfogalom a genomikat is bevonja a gyakorlatba. Kiilonb6z6
bioinformatikai algoritmusokat hoztak létre (pl. Chun, 2014), amellyel két genom kozotti
hasonlésagot vizsgalni lehet: mint kordbban emlitettiik, 95-96%-0s ANI értéknél tekintenek 2
szekvenciat azonos fajhoz tartozénak. Egy 2018-ban kodzétett publikacié alapjan (Chun és
mtsai) a jelenlegi fajleirdsok mar megkovetelik a tipustorzs teljes genomjanak szekvencia
analzisét és legaldbb a nyers genom adatainak kozlését.

A genomszekvenaldsok eredményeként a fajhatart jelz6 16S rRNS gén hasonldsagot azonos
fajoknal 98,7%-ra emelték, ennél alacsonyabb értéknél nem tekintik a 2 baktériumot azonos

fajhoz tartozonak. Ha ez az érték ennél magasabb, akkor a sors fintoraként vagy azonos
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fajhoz tartoznak - vagy nem, ennek elddntése tovabbi vizsgalatokat sziikséges végezni, pl. az
ANI értékek kalkuldlasa ebben az esetben is elengedhetetlen (Chun és mtsai., 2018).

Mindemellett a mikrobiom kutatdsok elGretorésével jelenleg tovabbi fogalmakat is
definidlnak.  Mivel a  metagenom elemzés eredményei nem  tenyésztett
mikroorganizmusokbdl szarmaznak, ezért az OTU (operativ taxondmiai egység) fogalmat
haszndljdk ennek vonatkozasdban, a faj és az OTU kifejezéseket gyakran szinonimaként

hasznaljak, habar ez nem teljesen helytallo:

e Faj: alapvet6 taxondmiai egység, a klasszikus Linnae-i taxondmia szerint, tenyésztett
baktériumtorzson alapul.

e OTU: Operativ taxondmiai egység. Szekvencidk vagy él6lények csoportja, amelyeket
pusztan a DNS vonalkéd-molekuldk szekvencia-hasonlésdga hatdaroz meg. Bakterialis
mikrobiom vizsgalatokban az OTU meghatarozdsa a 16S szekvencidk csoportja, 97% -os
szekvencia hasonlésaggal. Az OTU ilyen tipusat molekuldris OTU-nak is hivjak. Egy OTU
ugyanakkor tobb fajt is tartalmazhat (hiszen a 97%-0s hasonldsdg Onmagaban nem
fajhatar).

Tovabbi fogalmak:

e Faj, érvényes fajnévvel: Ez a standard fajfogalom — fajleirast tesznek réla kozzé, a faj
tipus torzsét egy vagy tobb torzsgylijteményben elhelyezik. Ha a fajleirds nem az
IJSEM hasdbjain jelenik meg, akkor az adott faj nevét érvényesiteni szlikséges
(validalas).

e Faj, nem érvényes névvel: az érvénytelen névvel rendelkezé faj fogalma hasonlé az
érvényes névhez tartozoé fajokhoz, azzal a kilénbséggel, hogy neve nem szerepel a
jovahagyott listan (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature - LPSN),
ezért azt validalni kell.

e Candidatus: A Candidatus fogalmat el6szor Murray és Stackebrandt (1995) vezette
be. A Candidatus-elnevezéseket altalaban azoknak a faj-jel6lteknek adjak, amelyek
tiszta tenyészetei nem elérhet6ek.

e Filotipus: sok esetben ismert, hogy a faj |étezik, azonban nincs elég adat, amivel ald
lehetne tdmasztani a valid elnevezést. Ide tartozik pl. a ,,genomospecies”, amely ,faj”
létezését genomikai adatok tdmasztjak ala (pl. ANI érték).

A baktériumok elnevezését a Prokaridta Kéd hatdrozza meg (International Code of
Nomenclature of Prokaryotes), legutdbbi verzidja 2019-ben jelent meg (Parker és mtsai),
kiadasaért a mindenkori ICSP EB (Executive Board of the International Committee on
Systematic of Prpkaryotes) felel6s. A kéd a baktériumok elnevezésével foglalkozik, az

aktudlis taxon klasszifikaciéjara viszont nem ad Utmutatdst.
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3.2.3 A leirt prokariéta taxonok szamanak valtozasa napjainkig

Az Uj prokariota fajok leirasanak szdma a mai napig egyre novekszik: Az 1990-ben, 1995-ben,
2000-ben, 2005-ben és 2010-ben az Uj fajok érvényesen kozzétett nevének szdma 140, 217,
275,528 és 611 volt (a www.bacterio.cict.fr-rél; lasd még: Euzeby, 1997), 2011. mdjus 10-ig a
prokariéta nevek listdja (LPSN) 10 706 érvényes fajnevet tartalmazott (Rosello-Mora és
Whitman, 2018), amelyek kozll 1237 uj kombindciét jelentett, 67-et pedig illegitimnnek
tartottak.

A 2011. decemberi validalt baktérium lista a baktériumok szdmat 9184-re teszi, melynek
tobb mint 50%-at a mult szazad masodik felében irtdk le (Sutcliffe, 2012), és ez a szam
folyamatosan novekszik: 2015-re a lista 2600 valid nemzetség nevet és 14800 fajnevet
tartalmazott (Parte, 2018). 2017 mdajusara a lista 106 osztalyt, 8 alosztdlyt, 188 rendet (egy
kozillk ilegitim), 19 alrendet, 399 csalddot (6 kozulik illegitim), 2854 nemzetséget és 15626
fajt tartalmazott.

A 10.a és b. dbran ezt a folyamatot mutatja be Rosello-Mora és Whitman (2018) valamint
Overmann és mtsai (2019): a fajok leirasanak tGteme a mddszerek fejlédésével jelentGsen

felgyorsult. Jelenleg évente tobb, mint 1000 uj prokaridta fajt irnak le.

1100
1000 A

{

Yearly number of 16S rRNA gene submissions

800 es==New species
700 ===New sequences

WSSSD (87%) M >1 Strain (13%)

Yearly number of new species descriptions

1982 1987 1992 1997 2002 2007 2012 2017 Other Archaea

Firmicutes
Proteobacteria

Bacteroidetes

 Aerobic /facultative anaerobic /heterotrophic (91%)

™ Strict anaerobe (7.7%) B proteobacteria (38.8%) ™ Bacteroidetes (21.1%)
Lactic acid (0.5%) ® Actinobacteria (19.0%) B Firmicutes (15.1%)
B Other (4.2%) Archaea (1.9%)

® Phototroph (0.4%)
W Autotrophic (0.4%)
10a. dbra Néhany adat az Uj baktérium taxonok leirasaval kapcsolatban (Rosello-Mora és Whitmann, 2018

alapjan). A) A nyilvanos adatbazisokban elhelyezett 16S rRNS génszekvenciak szamanak alakulasa (www.arb-

silva.de). Piros jelzés: érvényes fajnévvel rendelekzé Gj fajok; kék szin: ellendrzott, j6 mindségi szekvenciak.
B) Az egyetlen baktériumtorzs alapjan késziilt taxondmiai leirasok aranya (SSSD: single strain species

descriptions) 2016 januar és 2018 marciusa kozott. C) Az ugyanebben az id6szakban leirt metabolizmus

tipusokat (heterotrof aerobok és fakultativ anaerobok, szigortian anaerobok, tejsav baktériumok, D)
Ugyanebben a periédusban azon publikaciék szama, amelyek kiilo6nb6z6 phylumokkal foglalkoznak.
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10.b. abra Az rRNS szekvenciak (kék), a definialt OTUk (narancs), (SILVA REF 114), valamint az 1980-2017
szeptembere kozott leirt érvényes fajnevek (voros) és Candidatus fajok (z6ld) szama (Overmann, 2019).

3.2.4 Prokariéta taxonok jelenleg hasznalt, altalanos vizsgdlati médszerei

3.2.4.1 Morfoldgiai, fiziologiai és anyagcsere sajatsdgok

Fény- és elektronmikroszképos technikdk alkalmazasdval mind nativ, mind festett
készitményeken vizsgalhaté a baktériumok alakja, mérete, mozgasa, sporaképzése.
Differencidlo és szerkezeti festési eljarasok soran megfigyelheték bizonyos sejtalkotoék is. Az
elektronmikroszkdpos technikak sokkal jobb felbontdsuak, igy konkrét sejtalkotdk (pl. sejtfal,

citoplazma membran, stb.) is vizsgalhatok.

3.2.4.2 Fiziologiai és 6kologiai vizsgdlatok

Ezen vizsgalatok sordan a baktériumok kornyezeti faktorokkal szembeni tolerancidjat,
optimumat vizsgdljuk (pH és sétolerancia vizsgalata, novekedési hémérsékleti optimumok
megkeresése, stb.), ennek keretein belil lehet6séglink nyilik az adott mikroba 6kolégiai
tolerancidjanak feltardsara, mely igen fontos tényezé lehet fajleirdsok soran. Ide tartozik az

adott baktérium kapcsolatrendszereinek vizsgalata (patogenitas, mutualizmus, stb.).
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3.2.4.3 Az anyagcsere vizsgalatok, gyorsdiagnosztikai eljardasok

Ezen vizsgdlatok kozé tartoznak az energia hasznositasi mechanizmusok (fototrofia,
kemotrdfia) feltérképezzése, elektron donorok és akceptorok felhasznaldsanak tesztelése és
a hagyomanyos biokémiai tesztek (pl. enzimaktivitds, polimerbontd képesség, szubsztrat
hasznositasi vizsgalatok, stb.), ez utdbbiakra altaldban standard leirdsok alapjan keritiink
sort. Megemlitend6k emellett az alkalmazott gyorsdiagnosztikai eljarasok, pl. BIOLOG (95
kilonboz6 szénforras egyidejli bakterialis oxidacidjanak vizsgalatara nyilik lehetdségiink), API
(hasznalataval szintén szamos fenotipusos jellemz6 egyidejd vizsgalata lehetséges:
kilonb6z6 szubsztratok bontdsa, enzimaktivitdsi vizsgdlatok, stb). Szamitégépes adatbazis
felhasznaldsaval mindkét rendszert baktériumok identifikdcidjara is alkalmazzak (els6sorban

orvosi diagnosztikaban).

3.2.4.4 Kemotaxondmiai vizsgdlatok

A kemotaxondmiai vizsgdlatok sordan az él6lények kémiai Osszetev@inek valtozatossaga
tanulmdanyozhatd, a bakteridlis taxonok kozott diszkontinuus eloszlast mutaté, ugynevezett
kemotaxondmiai markerek analizisét végezzik el (valdjaban ezek is a fenotipusos bélyegek
kozé tartoznak). A marker vegyiiletek tobbsége a sejtet burkold kiilsé és belsé membranban,
a sejtfalban, illetve a glikokdlixban helyezkedik el. Az analizisik soran kapott adatokat
legtobbsz6r mas rendszertani mddszer eredményeinek aldtamasztasahoz hasznaljak,
ugyanakkor el6fordul, hogy fOszerepet jatszanak a baktériumok meghatarozdsaban,
azonositasaban. Uj taxonok leirasakor donté szerep jut a vizsgalt mikrobdk kemotaxonémiai
markereiben mutatott kiilonb6z6ségeknek, bar a genomika el6térb keriilésével ezen
markerek vizsgalatanak jelent&sége is csokkent.

Citoplazma membrdn zsirsavak analizisekor baktériumok citoplazma membranjanak fontos
Osszetevéi a glicerinhez észter kotéssel kapcsolddé zsirsavakat tanulmdanyozzak, amelyek 14-
20 (Archaeakndl akar 40) szénatomszamu vegylletei viszonylag egyszerl felépitéstiek. A
leggyakoribbak az egyenes lancok telitett, egyszeresen telitetlen illetve egy metilcsoportot
tartalmazod valtozatai. A szénlanc hossza, a metilcsoport elhelyezkedése (iso vagy anteiso
elagazas), valamint a kettds kotés pozicidja taxondmiai jelent&séggel bir. A baktériumok
foszfolipid-zsirsav 0Osszetétele nemzetségre jellemz6 tulajdonsag, ezen belil a fajok a
zsirsavak ardnyaban térnek el, az azonos koriilmények kozott tenyésztett baktériumtorzsek

zsirsavprofiljuk alapjan csoportosithatdk.
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A légzési kinonok a légzési elektrontranszportlancban mint mobilis elektron- és
protonszallité molekuldk vesznek részt, valamint az oxidativ foszforilacidban és valdszinlleg
az aktiv transzport folyamatokban is szerepet jatszhatnak. A baktériumok esetében
kemotaxondmiai szempontbdl a menakinonoknak és ubikinonoknak van nagy jelent&ségiik,
mivel a baktériumok ezen vegylileteket széles kdrben és nagy variabilitassal termelik.

A poldris lipidek olyan molekuldk heterogén csoportjait képviselik, melyekben a lipidhez
kovalens kotéssel egy hidrofil csoport kapcsolodik. Ezek a citoplazma membranok
nélkulozhetetlen alkotdi, valamint taxondmiai szempontbdl igen fontos vegyiletek.

A bakteridlis sejtfal Osszetevéinek vizsgdlata. Az eubaktériumok mureinjének pontos
Osszetétele taxondmiai szempontbdl igen fontos informacid, legfontosabb taldn a
muraminsavrol lelégd oligopeptid lancok aminosav Osszetételének vizsgalata. Ha az adott
lancban jelen 1évé diaminosav két baktériumban nem egyezik meg, akkor azok bizonyosan
kilonb6z6 nemzetséghez tartoznak. Vizsgdljdk ezen kiviil az egymdashoz kapcsolédd
aminosavak sorrendjét, kapcsolédasat (peptidoglikdn A és B tipus), mennyiségét valamint a
sejtfal jellegzetes cukormolekuladit, bizonyos taxonokndl a mikolsav tartalmat.

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization- Time off Flight-Mass
Spectrometry): taxondmiai célokra leginkabb az intakt-sejt elemzéseket alkalmazzak: a
sejteket fém mikrolemezeken megfelel6 matrix-szal fedik le (pl. dihidro-benzoesav), majd
lézerrel besugarozzak. Ennek hatasara a sejtfelszini fehérje molekuldk ionizalédnak, a
vakuumtérbe keriilnek, azonositasuk az ionok replilési ideje alapjan torténik. A vizsgalat
eredménye az adott baktériumra jellemz6 egyedi spektrum lesz, ma ennek mar adatbazisai
l[éteznek. A klinikai mikrobiolégiaban gyakran alkalmazott maddszer a bektériumok

azonositdsara, hiszen meglévs eszkoz esetén a modszer hihetetlenil olcso és gyors.

3.2.4.5 Genetikai analizis

A 165 rRNS gén analizise. Ma az Okoldgiai és szisztematikai vizsgdlatokban a 16S rRNS-
génnel foglalkoznak legintenzivebben, hiszen ez a molekula méretébél adéddan jéval tobb
filogenetikai informaciét hordoz, mint az 55 rRNS génje és jél haszndlhaté adatbazisok
éplltek ra, és tobb konzervativ szekvencia részletet tartalmaz, mint a 23S rRNS gén.
Mellettlik szdmos esetben van szlikség egyéb gének vizsgdlatara (pl. funkcio gének), ezek az

egyes csoportok esetén valtoznak.
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Taxondmiai szempontbdl fontos a DNS G+C ardny meghatdrozdsa is. A baktériumok DNS-
ében a G+C arany meghatdrozasaval értékes adatokat kaphatunk, valamint lehet&séglink van
arra is, hogy fenotipusosan hasonlé mikroorganizmusokat elkiilonitsiink egymdstél. Ha két
él6lény DNS-ének G+C tartalma tobb mint 10%-ban eltér, akkor genomjuk altaldban egész
mas bazisszekvenciaval rendelkezik. Ugyanakkor két teljesen kiilonboz6 él6lénynek is lehet
ugyanakkora G+C aranya (mas bazissorrend) (ma ezt az érték a baktérium teljes genomjanak
szekvenciajabdl hatdrozzak meg).

Az utdbbi évtized(ek)ben haszndljdk a ribotipizalds mddszerét, amely egy ugynevezett
kdzvetett ,ujjlenyomat” mddszer. Az eljards soran a bakteridlis DNS restrikcids enzimekkel
torténd hasitasat kovetéen a kapott fragmentumokat specidlis prébdval hibridizaltatjak. A
madszer faj alatti kategoéridk elkiilonitésére is alkalmas.

Taxondmiai ,fajhataron” lév6 baktériumcsoportok pontosabb Osszetartozasat hivatott
vizsgalnia a DNS-DNS (RNS-RNS) hibridizdcio technikaja. A nukleinsav-hibridizacids technikak
alapja, hogy ha az egymastdl pl. termalisan elvalasztott két egyszali DNS-t fokozatosan kb.
25°C-ra hitik (Tm ald), a szalak a komplementer szekvencidknadl 2 szali DNS-t képeznek, mig a
nem komplementer szakaszok egyszaliak maradnak.

A teljes genom szekvendldsok felhaszndldsa a taxondmidban tovdbbi érdekes
eredményekhez vezetett: 2011 3prilisdban 1604 Bacteria és 85 Archaea doménhez tartozé
szervezet teljes genomialis szekvencidja volt elérhet6 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
adatbazisbdl, rdvilagitva az utdbbi években a szekvencia analizisek terén elért
eredményekre. 2019 novemberében az EzbioCloud adatbazisdban 146704 ellendrzétt
genomiadlis szekvencia taldlhato, ezek koziil 8492 a tipusfajok tipustorzseihez tartozik (Yoon
és mtsai., 2017). A teljes genomok szekvencidjanak ismeretében a DNS-DNS hibridizacids
eljardsok szinte feleslegesek, a genombdl rdaddsul szamos gén jelenléte/hianya
megallapithatd, szliikség esetén két baktérium genomjabdl kiilonb6z6 hasonldsagi értékek
szamolhatdk, amik a fajhatarokat egyértelm(ien meghatdrozzak.

Az egyes modszerek felbontasat a taxondmiai egységek kozott az 11. dbra szemlélteti.
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Magasabb
taxonémiai
egységek
NEMZETSEG

FAJ
TORZS

Klasszikus tesztelés
morfoldgia
biokémia
gyors identifikacios teszt
Kemotaxondmia
szerotipus
plazmid profil, fag tipizalas
sejtfal
membran zsirsavak
izoprenoid kinonok
poliaminok

FTIR, MALDI-TOF MS

Proteomika
2D GE, fehérje szekvencia

Genotipizalas
DNS G+C
HIBRIDIZACIO

DNS - DNS
DNS - RNS
probak

Részleges vagy teljes szekvenciak
16S rDNS
nifH, EF-TU
teljes genom
Ujjlenyomat modszerek
RFLP, BRENDA, RISA
PFGE, TGGE, DGGE
AFLP, RAPD,REP-PCR,ARDRA
tRNS profil
ribotipizalas
MLSA

T

11. abra. Jelenleg hasznalt mddszerek és azok felbontasa a prokaridta taxonomiaban (Sackebrandt és
Groebel 1994;Stackebrandt és Ebers, 2006; Richter és Rosello-Mora, 2009; Marialigeti, 2006 nyoman).
(roviditések: FTIR: Furier transzformacios infravoros spektroszképia; MALDI TOF MS: Matrix-asszisztalt lézer
deszorpcids, ionizacids, repiilési id6 mérésén alapulé tomegspektrometria GE: gélelektroforézis; nifH:
nintrogén fixacioé génje; EF-TU: nem hdstabil elongacids faktor; RFLP: restrikcids fragment hossz
polimorfizmus; RISA: riboszomadlis intergén spacer analizis; PFGE: pulzalo terti gél elektroforézis; TGGE:
termalis gradiens gél elektrofrézis; AFLP: amplifikalt fragmens hossz polimorfizmus; DGGE: denaturalé
gradiens gél eéeltroforézis; RAPD: REP-PCR: repetitiv polimeraz lancreakcié; ARDRA: amplifikalt riboszomalis
DNS restrikcids analizis; MLSA: multilokusz szekvencia tipizalas)
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3.2.5 Prokaridta taxonok leirdsanak modszertana és annak fejlédése 2010-t6l
napjainkig

Még jelenleg is szamos baktériumfaj leirasa egyetlen kitenyésztett torzs vizsgalatan alapul
(‘single isolate description”), amikoris az 6sszes fenotipusos tulajdonsag leirdsa egyetlen
baktériumtozs alapjan torténik, ami majdhogynem folosleges, hiszen még adott fajon belll is
szamtalan geno/fenotipus létezhet. Tindall és mtsai (2010) cikkikben megadjak azon
kulcsbélyegeket, amelyek vizsgdlata elengedhetetlen Uj taxonok leirdsanadl, kiemelve, hogy
leghelyesebb a fajleirdst nem csupdn egyetlen tenyésztésbe vont tipustorzs alapjan
megtenni. A taxondmiai leirdsok tovabbi ériilete, hogy gyakran megkovetelik a legkdzelebbi
ismert rokonok un. ,side by side” analizisét - azaz nem lehet a mar meglévé irodalmi adatok
alapjan elvégezni a szikséges 6sszehasonlitdsokat, hanem azonos vizsgalatokban, a sajat,
Ujonnan leirasra keriild taxonnal kell ezt megtenni. igy a fajleirds mara nem csak munka és
idGigényes, hanem igencsak koltséges feladatta valt. Nem koénnyiti meg a taxondmusok
dolgat az sem, hogy a jelenleg elkésziilt ,minimal standard” 0Osszefoglaldok (azon
osszefoglaldk, amelyek az egyes magasabb taxondmiai szinteken minimalisan megkovetelt
vizsgdlati eredményeket Osszegzik), mdra inkdbb ,maximal standard” kovetelményekkel
allnak elé.

Az Uj baktérium taxonok leirdsa a korabban emlitett okok miatt nehézkes, t6bbszér nem volt
egységes, igy sziletett meg 2012-ben egy Osszefoglalé cikk (Sutcliffe et al.), amelyben a
szerz6k megadjak, milyen valtoztatasok lennének sziikségesek a taxondmiai leirdsok,
ésszer(sitéséhez: egy baktériumtorzs leirdsdhoz szikséges karakterek szamanak

minimalizalasa elengedhetetlen.

e Minimal standardok elfogadasa minden magasabb taxondmiai csoportra az International
Committee on Systematics of Prokaryotes (ICSP) altal.

e A kemotaxondmiai karakterek részletes vizsgalata, majd identifikaciéra valé hasznalata:
ezek egy taxonon beliil (azonos tenyésztési koriilmények kozott) igen stabilak és rdadasul
fenotipusosan jelenitenek meg egy-egy fontos biokémiai Utvonalat (példaul lipid
metabolizmus). Ezek alapjan javasoljak egy 6sszefoglald munka készitését egyes taxonok
kemotaxondmiai tulajdonsagaibdl.

o A fajleiras az azt képvisel6 tobb torzs alapjan torténjen, csdkkenjen az egyedil all6 (single
isolate) alapjan elkésziilt fajleirdsok mennyisége (faj taxondémiai variabilitasanak
feltarasa).

e Informatikai adatbazisok tovabbi fejlesztése.
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Fontos a szekvendlas megfizethet6bbé tétele, Uj generdcidés szekvendldsok (NGS)
felhasznaldsa taxondmiai célokra is.

LehetGség szerint a teljes genom szekvendldsa és Osszehasonlitdsa: a lateralis gén
transzfer illetve az adott taxon fiziolégiai és biokémiai tulajdonsagainak nyomon
kovetésére. Ezzel a 16S rDNS szekvencidk elemzésétél a tébb szekvencian alapuld
vizsgalatok iranyaba tolddnak a vizsgalatok.

Tipus torzson kivil tipus genom definidlasa egy fajon bellil.

"mag genom’ (olyan gének, amik kilénb6z6 taxonokban is megvannak) és pan genom (az
a genetikai allomany, ami egy adott taxon Osszes tagjaban megtaldlhaté) fogalmak
alkalmazasa.

Multilokusz szekvencia tipizalas (MLST)

Az ’in silico kemotaxondmia’ megjelenése, ahol a genom szekvencidkbdl
kovetkeztethetlink kemotaxondmiai markerekre.

Uj fajleiré cikk - mintak megjelenése.

A 2010-ben megkovetelt fajleirasi koncepciot foglalja 6ssze Rainey és mtsai cikke (2011), 12.

abra.

s e
|

12. dbra Taxondmiai leiras folyamata (Rainey és Oren, 2011 alapjan)
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Ugyanakkor a DNS-szekvendldsi technolédgia fejl6dése lehet6vé teszi a genomszekvencidk

ruti

is. 2018-ban a taxondmiai leirasok esetén kotelez6vé tették az adott baktérium teljes (nyers)

gen

gen

nszer( alkalmazdasat a mikrobioldgia kilonféle terlletein, igy a prokariéta taxondmiaban

omjanak alapvetdé szekvencia elemzését, Chun és mtsai (2018) megadjak a

omszekvencidak felhasznaldsdanak minimumszabalyait és hogyan kell ezt a taxondmiai

leirasokba illeszteni, mik a kotelez6en megadandd informacidk taxondmiai leirdsok esetén:

* Genom mérete: a kontigok szamaval definidljdk (amennyiben a genom teljes

szekvencidjat nem tudjak meghatdrozni, akkor ez egy kozelit6 érték lesz).

* A kontigok szdma és az N50: a genom 0Osszeillesztése sordn kilonb6z6 hosszusagu
kontigokat kapunk. Az analizisb6l a nagyon rovid szakaszokat kizarjak (erre nincs
egyértelmd szabaly, pontosan mekkorakat) - igy 6nmagaban a kontigok szama nem
megfelel§ jelz6szam. Ezért hasznaljak az N50-t: ha a kontigokat legnagyobbtdl a
legkisebbig Osszeadjdk, az N50-t ugy definidljdk, mint az a legrovidebb kontig,

amelyeket 6sszeadva a genom méretének legalabb 50%-at adjak.

* A lefedettség szekvenaldsi mélysége: szorzészamként adjak meg, pl. 40,5X azt jelenti,
hogy a végs6 Osszerakott szekvencia minden bazisat atlagosan 40,5-szer olvastdk le.
Elvileg minél tobb szekvenalasi leolvasast generalunk, anndl jobb a végsé szekvencia
mindsége. (lllumina, lon Torrent és Pacific Biosciences DNS szekvenald platformokhoz

50x-t ajanlanak).
* A genomi DNS G+C aranya (mol%)

* A Sanger szekvenaldssal kapott 16S rRNS gént 6ssze kell hasonlitani a teljes genombdl
kinyert ugyanezen génszakasszal - hogy a végsé genom szekvenciajanak illesztését

ellendrizzék.
« Uj faj leirasa esetén (ahol a két tdrzs 16S rRNS génjének szekvencidja 98,7% vagy a

folotti) az OGRI-értékeket minden kozeli filogenetikai rokonsagban 1évé fajjal ki kell

szamitani (OGRI: Overall Genome Related Index).
* Filogenetikai fa szerkesztése.

Ezek alapjan jelenleg a genomikai alapu taxondmiai leirasi kdtelezettséget az 13. dbra

szemlélteti:
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GENOM 6sszerakas
(assembly)

! i ]

Teljes 16S rRNS gén

A 165 rRNS gén kinyerése
adatbazisbol tipustorzsek
szekvencidinak keresése keresés

Filogenetikai rokonok
megkeresése

!

Ha a 16S rRNS gén <98.7%
hasonldsaga

‘ >98.7% UJ FAJ

Genomialis adatbazisbol

tipustorzs keresése | OGRI kiszamitasa <95~96 % ANI or 70% dDDH

l = 95~96 % ANI or 70 % dDDH

Azonositas ismert fajként

13. abra. A genomikai alapu taxondmiai leiras jelenlegi médszertana. (Chun és mtsai., 2018 alapjan)

Mindemellett a polifazikus taxondmiai modszerek alkalmazdsa ma még kotelezé:
amennyiben genetikai alapon az adott baktérium 0j taxonnak bizonyul, minden szempontbdl
(fenotipusos genotipusos és filogenetikai szempontbdl) szilkséges megismerni. A genomikai
adatok minél részletesebb elemzése az egyéb karakterek részletes vizsgalatanak szamat
esetenként lecsokkenti. Legaldbbis igy volt egészen 2019 Gszéig....

Jovékép......

A 2016-0s év kozepén Whitman el6szor veti fel, hogy egy prokariota faj leirasat nem kellene
feltétleniil tenyészthetd torzsekre alapozni, a tipustorzs fogalmat médositana és véleménye
szerint definidlni kellene egy ,tipus-anyag” fogalmat (amelyre legalkalmasabbnak a teljes
genomot tartja). Ezzel, bar a Bakterioldgiai Kédot is mddositani kellene, lehetévé valna az un.
»,Candidatus” képviselGk elnevezése is (Whitman és mtsai, 2019).

Ez hatalmas, maig tarto vitat eredményezett, amely vita eldontését az ICSP EB (International
Committee on Systematic of Prokaryotes, Executive Board) és IUMS (International Union of

Microbiological Societies, https://www.iums.org/index.php/regular-iums-members)

tagorszagok hivatalos delegatjainak (https://www.the-icsp.org/icsp-members) szavazasaval

2020 masodik felére varhatjuk (magyarorszagi képvisel&: dr Téth Erika).
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Pro és kontra érvek a , tipus-anyag” fogalma kapcsan:

Tény, hogy a Foldon él6 prokariétak szdma jelen tudasunk alapjan nem megadhaté (Amann
és Rosello-Mora, 2016) és hogy a Bacteria és Archaea domének érvényes fajnévvel
rendelkezd szdma 2018-ig nem éri el a 15000-t (Parte, 2018) annak ellenére, hogy a legujabb
genomikai kutatasok akar millids nagysagrendet is josolnak (Konstantinidis és mtsai, 2017).
Allitdsuk szerint a taxondmia hatalmas vesztesége, hogy a csak genetikai alapon ismert
csoportok nem besorolhatéak, nem elnevezhet6ek, mivel a mikroba térzsek nagy tobbsége
jelenleg nem tenyészthetS. Tény az is, hogy a tenyésztett bakériumok leggyakrabban 4 nagy
phylum képviselGikként keriilnek el6: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes és
Bactreoidetes, legtobbjiik hagyomanyos taptalajokon fenntarthatdé (Overmann és mtsai,
2019). Mas részrél, a leirt fajok mindossze 10%-a teheté maradék 29 phylumba és kb. 85
genetikai alapon leirt phylum egyetlen tenyészthetd képvisel6t sem tartalmaz (Overmann és
mtsai, 2017). Konstantinidis és mtsai standard-et is prébalnak megadni, hogyan kellene egy
nem tenyészthetd taxont csak genomikai és él6hely-specifikus tulajdonsagok alapjan leirni.
Véleményiket arra alapozzak, hogy elvileg minden faj diszkrét, monofiletikus csoportba
tartozik és genomikai , valamint és fenotipusos szempontbdl is egy organizmus homogén
populdcidja, amely mads csoportoktdl egyértelmilen elkiilonithet6. A szerz6k véleménye
szerint a metagenomikai, valamint az egysejt szekvendlasbdl nyerhet6 adatok legalabb olyan
stabilak, mint a baktériumtenyészeteken alapuld taxondmiai adatok. Publikaciéjuk szerint a
nem tenyészthet6 Bacteria és Archaea taxonokhoz az aldbbi adatok megadasa sziikséges,
hogy taxonként, érvényes névvel leirhatéak legyenek: a genomidlis szekvencia magasabb,
mint 80%-ban teljes legyen, kisebb, mint 5% kontamindcidval; genetikai fajelhatarolas
legkozelebbi rokonatdl 95%-nél kisebbANI értéket mutasson; 16S rRNS gén vagy haztartasi
génjei alapjan filogenetikai fat kell szerkeszteni és ez is j6 elkllonillést mutat; aminosav
azonossag alapjan azonos csaladhoz 45-65%, azonos nemzetséghez 65-95% és azonos fajhoz
tartozénak 95-100%-0s azonossag esetén sorolhatdak; 16S rRNS génjikben ugyanezek az
értékek: 92-95%, 95-98,6% és magasabb, mint 98,6%; a bioinformatikai annotaciot kdvetéen
a metabolikus Utvonalak leirdsa megtorténhessen legaldabb nemzetség szintjén; 6koldgiai
tulajdonsagai részben a metagenom analizisek soran, részben az élShely kilonbozé
mintdinak vizsgdlata sordn keriljenek leirasra; kisérletesen validalni lehessen a

bioinformatikai eredményeket (pl. MAR-FISH, NanoSIMS, metatranszkriptomikai
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elemzésekkel); mikroszkdpos morfoldgiai leirdst kell megadni és a genomikai adatokat a

genom szelkvenciajanak deponaldsdval kozzé kell tenni.

Bisgaard és munkatdrsai 2019-ben adnak hangot kétségeiknek azzal kapcsolatban, hogy a

genomszekvenciat fogadjuk el, mint ,tipus-anyag”, kiilondsen a klinikai izolatumok esetében

latjak problematikusnak a tipusanyag fogalmat:

gyakran az adatbazisokban |évé deponalt szekvencidk nem megbizhatdak.
amennyiben a lerakott DNS szekvencia egy masik (esetleg jobb min&ségli)
szekvencidval helyettesit6dik, akkor ennek alapjan a fajleirdsokat magukat is
madositani szlikséges.

a genomok értékelése sok esetben korlatozott, szamos funkcié nem ismert vagy nem
kapcsolhaté szekvencidkhoz.

a genetikai adatok nem mindig korreldlnak a génexpresszidval - igy egy genom
szekvencia nem ad mindenre kérdésre valaszt, az adott mikroba metabolikus
képességeit illetGen.

ha a genomot akarjuk tipus-anyagként definidlni, hogyan donthet6 el, mi az a
minimum kritérium, amelyel egy Uj taxon mar definidlhato.

Overmann és mtsai szintén 2019-ben hangot adnak kétségeiknek a fenotipusos informaciok

elvesztése kapcsan, amennyiben a taxondmiai leirdsok a kés6bbiekben nem tenyészthet6

baktériumtorzseken alapulnak, hanem csak genomialis informacidkon:

egyre nagyobb lesz a rés a valdban leirt taxonok és a valid névvel rendelkez6 taxonok
kozott és egy masodik, a Prokaridta Kod-tol fliggetlen nevezéktani rendszer sem
képes feloldani ezt a problémat.

A nem tenyészthet6 prokariotak érvényesen publikdlt nevei a mikrobidlis diverzitas
megértéséhez akkor jarulhatnak hozza, ha megfelel6 morfolégiai, metabolikus és
Okoldgiai jellemvonasokhoz kapcsolhatdk.

A  nem tenyészthet6 mikroorganizmusok leirasat ezért nem csupan
abundanciaviszonyaik és specifikus él6helyeik alapjan kellene megadni, hanem learni
azok kulcsfontossagu fenotipusos bélyegeit is.

A ,Candidatus”-ok leirdsaval a nevek prioritasat biztositani lehet.

A vita odaig fajult, hogy 2020-ban Rosello-Mora és mtsai cikk formdjaban valaszoltak a

kutatokban és torzsgylijteményben egyéb dolgozo kollégakban felmeriilt kérdésekre és azt a

kovetkeztetést vonjak le, hogy a tipus-genom fogalmdnak bevezetése a taxondmiai munkat

mindenképpen elGreviszi, és ennek segitségével inkdbb nyerjlink betekintést a mikrobialis

vildgba, mint csupdn a tenyészthetd kisebbség megismerésével.
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Jelen pillanatban nem tudni, ez a vita hova vezet, véleményem szerint hatalmas a veszélye
annak, ha csupdn genetikai informacidk alapjan kiséreljiik meg a baktérium taxonok leirdsat:
kizarélag genomi adatok alapjan leirni egy baktériumtaxont nem vezet megoldashoz, hiszen
a szekvencia adatok nem tudnak minden kérdésre valaszt adni, bizonyos anyagcsere
folyamatokra és metabolikus képességekre csak erGteljes tulzasokkal lehet
megfeleltetéseket keresni benne, azaz esetenként er6sen feltételezéseken alapulnak.
Kétségbe vonhatdé az adatbdazisokban elhelyezett szekvencidk min6sége is. Raadasul
véleményem szerint a financidlisan jobban ellatott kutatécsoportok raugranak e lehet6ségre

és ez esetben a taxondmia, mint olyan a bioinformatika egy agava redukalédik minddssze....

A diverzitas elemzé modszereket és jelentdségiiket a késObbiekben az Anyag

és modszer fejezet keretein beliil ismertetem, a teljesséq igénye nélkiil, csak

azon modszereket, amelyek kutatdsaink alapjaul szolgaltak.
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4. ANYAG ES MODSZER

A koz0sség elemz6 modszereket nem lehet teljesen elvalasztani természetesen a taxondmiai
maddszerektdl, hiszen szamos atfedést talalhatunk, azonban a dolgozatban az egyes
kutatdsokal az adott mddszerekre mindig az adott kisérletsor szempontjabol fokuszalok.

4.1 KORNYEZETMIKROBIOLOGIAI/KORNYEZET DIAGNOSZTIKAI VIZSGALATI MODSZEREK

ES ELEMZESEK
4.1.1 Tenyésztéses modszerek

Fontos megjegyezni, hogy a molekularis technikdk és tenyésztést6l fliggetlen moddszerek
alkalmazasaval nyilvanvaléva valt, hogy a prokariétak jelent6s hanyada nem tenyészthetd,
hagyomanyos tenyésztéses technikdkkal kornyezettél fliggden a baktérium-populdcidk kb.
0,001-10 %-a vonhaté tenyésztésbe, sokszor annak ellenére, hogy életképesek (Amann és
mtsai, 1995). A VBNC (viable but noncultivable) allapot tébb okbdl is létrejohet taxontdl és
korilményektdl is fuggben: indukdlhatja szdmos kornyezeti ok (pl. a baktériumok az
életciklusuk nyugalmi szakaszat nem tudjak megszakitani, vagy valamely kornyezeti
stressztényez6 hatdsdra - extrém hémérséklet, pH, sokoncentracid, alacsony
tdpanyagkoncentracio, reaktiv gyokok, stb.), de el6fordulhat, hogy az adott baktérium csak
szintréf partner jelenlétében képes szaporodni.

Ezért mi munkank soran tébbféle tenyésztéses médszert alkalmaztunk és dolgoztunk ki, hogy

a tenyészthetd diverzitast mindinkdbb feltarjuk.

4.1.1.1, Hagyomdnyos” tenyésztés

Az eljards soran az adott mintadt a klasszikus mikrobiolédgiai szabdlyoknak megfelelGen
dolgoztuk fel: mintatipustdl fligg6en higitasi sort készitlink bel6le és a higitasi tagokat Petri
csészére szélesztettiik a munka szempontjabdl elfogadott taptalajon, majd szlikség esetén a
lemezek fellletérél baktérium koldnidkat izoldltunk, amelyeket tisztittottunk és
meghatdroztuk. Ezen mddszerrel egy minta tenyészthetd csiraszdma is meghatarozhatd
(TKE=telepképz6 egység/mL vagy g) az adott taptlaj fliggvényében. Ha a minta elGzetes
becslések szerint nagyon alacsony baktériumszammal jellemezhet6, akkor az adott esetben

dusithato.
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4.1.1.2,Egyszerii” dusitds

Ezen folyamat soran mar az egyszerl filterre torténd szlréssel is feldusithatjuk a
vizmintankban lévé baktériumok mennyiségét, a filter megfelelS tdptalajra helyezésével a
baktériumok egy része kitenyészthet6, a sz(ir6r6l visszanyerhet6, TKE szdma
meghatarozhatd.

Vizmintak esetén a dusitds ugy is elérhetd, hogy az adott minta egy kivalasztott mennyiségét
(ultratiszta vizeknél 50 mL-rel dolgoztunk) taplevesbe oltjuk (R2A — DSM 830 - illetve 10%-0s
R2A tapleveseket hasznaltunk) és azt a kivant korilmények kozott (optimalis 6mérséklet,
razatas/kevertetés) egy idGintervallumig (néhany naptdl 3 hétig) inkubaciot végziink. Ezutan
az eljards hasonlé a korabban leirtakhoz, de ezen esetekben a dusitds mar nem teszi
lehetévé a minta csiraszamanak becslését, hiszen az altalunk el6nyhoz juttatott szervezetek

mennyisége megendvekszik.

4.1.1.3 Pur-habos dusitds

Alacsony tdpanyag koncentracidju kornyezetekbd torténé tenyésztések esetén probaltak ki,
hogy a mintaban Iév6 baktériumokat hordozéhoz koétik (Yasumoto-Hirose és mtsai., 2005).
Vizsgalataink soran ezt a mddszert fejlesztettliik tovabb tiszta vizekbdl torténd bizonyos
tenyésztésekhez. Ekkor poliuretan hab-kockakat (PUF) agart taratlmazé taptalajjal vontunk
be és ezeket az agarkockakat inkubaltuk néhany naptél 3 hétig a mintakkal egyutt (3. kép).
Ezutdn a taptalajjal fedett PUF kockdkat homogenizaltuk, higitottuk és a korabbiaknak
megfelel6en taptalajra szélesztettiik, ahonnan kiilonallé koldniak visszanyerése lehetségessé

valt.

3.kép. Dusitas poliuretan kockak segitségével. Fotd: Szurdczki Sara

45



dc_1754 20

4.1.2 Tenyésztéstol fliggetlen modszerek

4.1.2.1 Mintdk mikroszkopos sejtszamdnak meghatdrozdsa

A mikroszképos sejtszam meghatdrozasahoz a vizmintdkat (tiszta vizek esetén 100-400 ml)
2%-os paraformaldehid oldattal fixaltuk, majd lesz(irtlk (0,45 um, Sartorius). A filtert 1 pg/ml
DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) festékoldattal festettiik Mathé és mtsai alapjan (2014). A
mintdkat epifluoreszcens mikroszkdéppal (Nikon 80i) vizsgaltuk és ImageProPlus, késébb a

Nis(elements) programcsomag segitségével értékeltik.

4.1.2.2 Baktériumko6zdsségek elektronmikroszkopos vizsgdlata

Mintainkat Makk és Acs (1996) liofilizdldasos modszerét kdvetve prepardltuk és a

preparatumokat HITACHI S-2600N elektronmikroszkdppal elemeztiik.

4.1.2.3T-RFLP vizsgdlatok

Tenyésztést6l flggetlen terminadlis restrikciés fragmenthossz polimorfizmus (T-RFLP)
vizsgalat soran a jelolt, felszaporitott 16S rDNS szekvenciat restrikcidés enzimmel/enzimekkel
hasitjuk. A hasitdsi mintazatot egy, mar el6re elkészitett klonkonyvtarban lévé baktériumok
hasitasi mintazataival 6sszevetve nagy valdszinliséggel azonositani tudjuk a mintainkban lévé
csucsokat. Ehhez tiszta vizek (ivoviz, ultratiszta viz) esetén vizmintanként 5-11 liter
mennyiséget (mintatipustél figgden) 0,45 um pdérusméretd membranszirén (Sartorius)
szlirtlink, a szlrérél Ultra Water Clean DNA Kit (MOBIO) segitségével kozvetleniil DNS-t
izolaltunk, majd a mintabol 16S rDNS specifikus PCR reakciot végeztink (27F-TET és 519R
primerpdr). A terméket ezutdn Alul restrikciés enzimmel 37°C-on 3 o6ran keresztil
emésztettiik. A fragmentelemzést ABI PrismTM 310 Genetic Analyser (Perkin Elmer)
berendezéssel végeztiik. Eredményeinket a GeneScan programcsomag segitségével
értékeltiik (Homonnay és mtsai., 2008; Bohus és mtsai., 2010; Homonnay és mtsai., 2014). A
kapott T-RFLP profilokbdl a mintak diverzitasat a kiilonb6z6 hosszusagu fragmentek
szamabdl és egymashoz viszonyitott teriletaranyabdl szamoltuk. Ehhez a Shannon-Weaver-
féle diverzitdsindexet alkalmaztuk: H = - > pi Inpi, ahol pi az i-edik fragment mennyiségének

szdzalékos ardnya a mintdn belil, n a mintdban Iév6 fragmentek szama.
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4.1.2.4 DGGE vizsgdlatok

A DGGE (denaturalé gradiens gélelektroforézis) egy poliakrilamid gélelektroforézisen alapulé
szeparacios modszer. Denaturaldszerek linearis gradiensét tartalmazd poliakrilamid (PAA)
gélben a duplaszali DNS (dsDNS) szakaszok novekvé koncentracidju denaturald kdzegben
vandorolnak. A DGGE-hez hasznalt templat DNS-t PCR segitségével, specialis primerekkel
szaporitjuk fel: a primerek egyike az 5‘ végén egy 30-50 bazispar hosszusagu ugynevezett GC-
gazdag régiot, ,GC-kapcsot” (GC-clamp) tartalmaz, amely megakadalyozza, hogy a szalak

teljesen elvaljanak egymastdl (Muyzer és Smalla, 1998).

DGGE vizsgalataink sordn az adott vizmintat steril, 0,45 um poérusatmérdjd szlrén leszdrtik,
a filterekrdl a teljes DNS-t Ultra Clean Water DNA Kit (MoBio Laboratories, Qiagen Carlsbad,
USA) segitségével izolaltuk. A kozel teljes 16S rRNS-t kddold szakaszt 27F (5'-AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG-3’) és 1492R (5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) primerparral
szaporitottuk fel, GeneAmp PCR System 2700 machine (Applied Biosystems, USA)
alkalmazasaval. A PCR reakciot Nikolausz és mtsai (2004) alapjan végeztik GeneAmp PCR
System 2700 machine (Applied Biosystems) készllékben. Ezt egy masodik (nested) PCR
kovette 27F (5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') és 319R (5' TGC TCA TGG TGC ACG GTCTA 3"
GC kapoccsal) bels6 primerekkel. A poliakrilamid gél Osszetételét, a denaturdlészerek
gradiensének leirasat, és a futtatasi kondicidkat Felfoldi és mtsai (2009) publikacidja

tartalmazza.

4.1.2.5 Klonkényvtdrak létrehozdsa

A kivont k6zosségi DNS-b4I a bakterialis 16S rRNS gén kezdeti szakaszat 27f és 519r primerek
alkalmazasaval polimeraz-lancreakciéban amplifikdltuk, ennek termékébdl pGEM-T Easy
Vector Cloning Vector System (Promega) alkalmazasaval klénkdnyvtarat hoztunk létre, az
inszertalt szekvencidkat M13 specifikus primerpar, majd TET-27f és 519r primerek
alkalmazasaval két I|épésben amplifikdltuk. A klonokat Alul, BsuRI restrikcios
endonukleazokkal hasitottuk, és az el6z6ekben ismertetett mdédon T-RFLP elemzéssel
csoportositottuk. Azokat a klénokat, amelyek termindlis fragmenthossza mindkét enzimmel
azonos volt, egy csoportba soroltuk. A csoportreprezentansok 16S rDNS-ének pontos

nukleotid-sorrendjét meghatdroztuk (Homonnay és mtsai., 2008) és ez alapjan faji szinten
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azonositottuk azokat, igy az egyes terminalis fragmenthosszokhoz filogenetikai informaciot

tudtunk rendelni.

4.1.2.6 K6z06sségi kemotaxonomiai vizsgalatok

Az él6lénykozosségek kemotaxondmiai vizsgdlata sordan a kozosségalkotd fajok kilonbozé
szerkezet(i kémiai anyagainak taxonspecifikus variabilitdsat tarjuk fel, és haszndljuk ki, mint
informdciét. A vizsgalt sejtalkotdk extrakcidjat kovetéen amplifikdcié nélkiil kerilnek
vizsgalatra, ezért pontos mennyiségi informacidt is hordoznak a bidta 6sszetételét illetéen.
Leképezik azt a diverzitast, melyet a molekulavaridnsok szama tikrozni képes. Ily médon
hasznos kiegészit6i a molekularis vizsgalatoknak. Munkank sordn a légzési kinonokat és
sejtmembrdn zsirsavakat vizsgdltunk (a moddszer optimalizdlasat mi végeztik el
Magyarorszagon el6szor, ezért errél részletesebben kivanok itt irni).

Az altalunk vizsgalt 1égzési kinonok membrankapcsolt elektron-transzportlancokban proton
és elektronszallitast végzd redoxivegyiiletek, melyek tartalmaznak egy valtozé hosszusagu és
telitettségl poliizoprén lancot. A baktériumok kozott két kinontipus terjedt el széles korben:
az ubikinonok és a menakinonok. Adott tipusu, lanchosszisagu és lanctelitettségli kinon
termelése egy adott nemzetségbe tartozd baktériumokra jellemz6 tulajdonsdg, ugyanakkor
tobb nemzetség is termelhet megegyez6 kinonmolekuldat (ez a mddszer egyik korlatjat
jelenti). Mivel azonban nem minden baktériumcsoport termel kinonokat — koztiik a
metanogén Archaea-k sem, ezzel a mddszerrel csak a kozosség egy szelete, a |égz6
szervezetek csoportja vizsgalhatd. Ugyanakkor ezen elemzések az adott baktériumcsoportok
aktivitasat is tikrozik, hiszen csak az aktivan 1égz6 szervezetek termelnek olyan mennyiség(
kinonmolekulat, amely egy kornyezeti mintabdl mar kémiai mddszerrel kimutathato.

A masik molekulacsoport, amely hasznos informacidkat hordoz ilyen szempontbdl a
membranok foszfolipidjeinek zsirsav-komponensei: metil-észterekké valé derivatizalasukat
kovet6en gazkromatograffal vizsgdlhatdk. A foszfolipidek minden él6 szervezetben jelen
vannak, biomarkerekként vald felhasznaldasukat nagyfoku, esetenként taxonspecifikus

variabilitasuk teszi lehetévé (2. tablazat).
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Jelolés Elnevezés El6fordulas, indikacios lehetdség
PLFA foszfolipid zsirsavak biomassza
SATFA telitett, észterkotésii zsirsavak Bacteria, Eucaria
- egyeneslancl Bacteria, Eucaria
i, a, Me- elagazo lancu Gram-pozitiv  baktériumok; szulfatredukalok,
Cytophaga, Flavobacterium
-cy ciklopropil Gram-negativok, Clostridium, Bifidobacterium
MUFA egyszeresen telitetlen észterkotésii zsirsavak
16:106 16-0s lanchossz, 1 kettés kotés a lancvégtdl 6. | I-es tipust metanotrofok
18:1w6 helyen I1-es tipusu metanotrofok
18-as lanchossz, 1 kettds kotés a lancvégtol 6.
helyen
15-6s, 17-es lanchossz Szulfatrdukalok is
PUFA tobbszordsen telitetlen észterkdtésii zsirsavak Eukarya, cianobaktériumok
PLOH észterkotési, hidroxi-szubsztitualt zsirsavak
o -OH a karboxilcsoport melletti 1.szénatomon Gram-negativok, Actinobacteria
B -OH a karboxilcsoport melletti 2.szénatomon Mycobacterium
® -OH a karboxilcsoportot kovetd utolsdé | Gombak
myl szénatomon Actinobacteria
mikolsavak (B-hidroxi, a-elagazas)
UNOH nem észterkotésii, hidroxi-szubsztitualt zss.- Anaerob baktériumok
o ak. Sphingomonas, Candida
B -OH a karboxilcsoport melletti 1.szénatomon Bacteroides, Flavobacterium
myl -OH a karboxilcsoport melletti 2.szénatomon Mycobacterium, Nocardia
mikolsavak (B-hidroxi, a-eldgazas)

2. tablazat. A taxonomiai szempontbdl informativ zsirsavtipusok, jeloléseik, és az altaluk jelzett szervezetek
vazlatos attekintéseHalbritter és Mogyorossy (2002) alapjan

Kozosségi vizsgalatokhoz a kemotaxondmiai markerekként hasznalt molekuldk kivondsa
kozosen indul, a mintat diklérmetan:metanol elegyében kevertetve egy éjen at. A tormelék
lesz(irése utdn a lipidfrakcidk elvdlasztasa oszlopkromatogréfidval torténik (Spherisorb),
kloroformmal a kinonok, acetonnal a glikolipidek, metanollal a foszfolipidek moshatdk le az
oszloprol. Ezutan a kinonmolekulakat tartalmazé frakcid tovabbi tisztitdsa szlikséges,
amelyet vékonyréteg kromatografia vagy szintén oszlopkromatografia segitségével
valdésitunk meg. A rétegr6l/oszloprdl a tisztitott frakcid elemzése reverz fazisi HPLC
segitésgével valdsithatd meg, standardként kereskedelmi forgalomban kaphaté MK7 (K:
vitamin) és Q-10 molekuldk szolgadlnak. A zsirsavak meghatarozdsdhoz a molekuldk zsirsav
metilésztereit szikséges elGallitani, majd meghatarozasuk gazkromatograffal FAME (Fatty
Acid Methyl Ester) vagy BAME (Bacterial Methyl Ester) standardek segitségével valsithatd
meg. A kozosségi kemotaxondmiai markerek kivonasanak és meghatarozdsanak folyamatat

az 14. dbra szemlélteti.
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Tovabbi dikiérmetan és
viz hozzaadasa,
ultrahangos kezelés (10p)

Extrakcio:
\U/

Lipidextrakcié  diklérmetan-
metanol (1 : 2) elegyében,
foszfatpuffer jelenlétében 6
oran at kevertetve

Lipidfrakciok elvalasztasa szilikagélen:
(Baker Bond Phase C18)

02 ! eluens: kloroform - kinonok, aceton -

glykolipidek, metanol - foszfolipidek
C ‘
Tisztitas:
. . s & .
Kinonok: Foszfolipid-zsirsavak:
o
CH COOH
} Rézatds (5 mp) 0.2 N ecetsav jelenlétében,
[e] n kloroform és viz hozzaadasa, tovabbi razatas
(30 sec); fazisszeparacio
G3a o3 saral
Felvétel  methanol-toluol  (1:1)
elegyben, Alsé fazis tovabbvitele tiszta
inkubacio 0.2 N KOH jelenlétében, KkémcsSbe
37°C-on 15 percig
Beparlast kdvetéen
visszaoldas hexdanban
.
0.12 1 MK-10(H2)
MK-9(H6)
9.0 / 4 v&()\ 11(H6)
. 2 o /s H e
B 0.06 | / / / MK-13(H4)
i N\ -
\ 2 I " / { o
Visszaoldas a szilikagélbol\ - 9 i | o
s P IK-S(H =
Sz(irés, beparlas { 0 L - L‘ AL A h—T
Felvétel % LR I

acetonitril - izopropanol
(65:35) elegyében

HPLC-analizis:
HP 9001, ODS Spherisorb T _—., Zsirsavmetilészterek a}onosﬁasa
oszlop standard (FAME) alapjan

Detektalds: 270 nm-en baktériumtorzsek kinonjai segitségével

14. abra. A légzési kinonok és membranzsirsavak preparalasa és meghatarozasa kozosségi vizsgalatok soran
(Tauber és mtsai, 2013 nyoman)

4.2 TAXONOMIAI LEIRASOK SORAN ALKALMAZOTT MODSZEREK

4.2.1 Baktériumtorzsek tenyésztése
A baktériumok tenyésztéséhez eleinte mindig azt a taptalajt haszndltuk, amelyen el&sz6r
kitenyésztettliik Oket (izoldlé taptalaj), kés6bb ez vdltozhatott a tovabbi vizsgalatok
fliiggvényében. Az egyes vizsgdlatoknal mindig megadjuk a tenyészt6 kozeget és a tenyésztés
kortlményeit.

4.2.2 Morfoldgiai vizsgalatok
A baktériumtorzsek koldénia morfolégidjat a fenntartd tdptalajo(k)on tanulmanyoztuk,
minden esetben (vizsgalatoknal megadtuk) az egyedi koldnidk vizudlis értékelését kdvetGen.

A sejtek alakjat, méretét részben nativ prepardtumokban részben Gram-festett (Claus, 1992)
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preparatumokon vizsgaltuk. A sejtek csillézatat transzmissziés electronmikroszkop
segitségével (TEM) hatdroztuk meg Toth és mtsai (2017) alapjan, néhdny esetben
arnyékolast alkalmazva Ohad és mtsai (1963) szerint.

4.2.3 Okoldgiai és fiziolégiai tolerancia vizsgalata
A baktériumtorzsek névekedését anaerob korilmények kozott fenntartd tdptalajukra valo
leoltdst kovetGen anaerob rendszerben teszteltik (FormaScientific), hdémeérsékleti
tolerancidjukat és optimumukat szintén fenntartd taptalakukra torténd leoltast kovetéen 4,
10, 20, 25, 28, 30, 37, 45, 50°C néztiik, ahol erre szlikség volt, finomabb |éptékeket is
alkalmaztunk. pH tolerancidjukat és optimumukat fenntartdé tapleveseikben vizsgaltuk,
altaldban pH 4-11 kozott, sziikség esetén tagabb intervallumokban (pH beallitasat HCl és
NaOH oldattal végeztik, néhany esetben foszfatpufferrel allitottuk be). Sétolerncidjukat
ugyanezen levesekben a sékoncentracié 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7.5, 10w/v% bedllitasaval allapitottuk
meg.

4.2.4 Hagyomanyos biokémiai tesztek
Oxiddz aktivitast Tarrand és Groschel (1982) alapjan, katalaz aktivitast és Voges-Proskauer
reakciét és kiulonboz6 szénforrasok hasznositasat egyedili szénforrasként Cowan és Steel
(1974) alapjan, gliikézbdl oxidativ és fermentativ koriilmények kozott torténé savképzést
Hugh és Leifson (1953) alapjan teszteltiik. Uredz aktivitas, nitrat redukcidéjat, keményité
hidrolizist, triptofanbdl torténé indolképzést, kazedz, zselatinaz és foszfataz aktivitast,
TWEEN hidrolizist és ciszteinbél tortén6é H,S produkciét Smibert és Krieg (1994) szerint
vizsgaltuk.

4.2.5 Gyorsdiagnosztikai eljarasok
A gyors identifikacids mddszerek lehet6vé teszik, hogy rovid id6 alatt a baktériumok tiszta
tenyészetének vizsgalataval elvégezziik azok tesztelését, megfelel§ adatbazisok esetén azok
identifikacidjat.
API 50CH (50 kiilonb6z6 szénforras hasznositdsanak vizsgalatara), APl 20NE (a nonenteralis
baktériumok meghatdrozasaraP, APIE (az enterdlis baktériumok meghatarozasara) és API
ZYM (enzimatikus aktivitasok tesztelésére) teszteket minden esetben a gyarto altal megadott
protokoll szerint végeztik (bioMérieux).

Egy APl 50CH teszteredményt az 4. kép mutat be.
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Pseudorhodobacter
psychrotolerans JCM 30764

4. kép. Pseudorhodobacter psychrotolerans JCM 30764 torzsének API 50CH eredménye (savképzés
detektalasa kiilonb626 szénforrasokbdl). Foté: Buni Dominika

A Biolog rendszer 95 kilonb6z6 szénforras egyidejd bakterialis oxidaciéjanak vizsgalatan
alapul (5. kép). A teszt eredménye az adott mikroorganizmus egyfajta "anyagcsere
ujjlenyomata", amely alapjan adatbazis segitségével az adott szervezet azonosithatd. A
teszteket itt is minden esetben a gydartd altal megadott protokoll szerint végeztiik (Biolog

Inc).

5. kép. S57 jelzésii baktérium Biolog profilja. Foté: Téth Erika

4.2.6 Kemotaxondmiai vizsgalatok

(megjegyzés: a kemotaxondmiai vizsgalatok jelentds részét a DSMZ - német torzsgyljtemény
— munkatarsa, Dr. Peter Schumann végezte tudomdanyos kooperacidban.)

4.2.6.1 Baktériumok citoplazma membrdnjdanak zsirsav elemzése
A sejtek membranzsirsavait TSBA taptalajon vagy az adott baktérium fenntartd taptalajan

nevelt, fiatal baktériumtenyészetekbdl nyertiik ki (megjegyzés: a taptalaj semiféle zsirt vagy
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glicerint nem tartalmazhat, valamint standard tenyészhémérsékletet kell alkalmazni — a
citoplazma membrdn zsirsavosszetétele ezzel Osszefliggésben valtozhat, a hémérséklet
alapvetéen befolyasolja a membran fluiditasat). Zsirsav metilésztereket nedves
tenyészetekbdl Stead és mtsai (1992) alapjan allitottuk el6, MIDI (4.10; Sherlock software
package, version 6.1) rendszerrel Osszekapcsolt Agilent 6850 kromatograf segitségével
analizaltuk, a “Summed feature” komponenseket GC/MS 320 készilék segitségével

azonositottuk (Varian).

4.2.6.2 Baktériumok légzési kinonjainak vizsgdlata

Ezen vizsgalat a sejtek fenntarté tdptalajukon tenyésztett, logaritmikus fazisban lévé,
liofilizdlt biomasszajabdl el6dllitott preparatumokbdl indul: a kinonokat Collins és mtsai
(1977) alapjan preparaltuk, és a kinonmolekuldkat HPLC (Shimadzu LC 20A)-vel 6sszekotott
electron-impakt tomegspektrométerrel Groth és mtsai (1997) alapjan azonositottuk,
standardként azonos korilmények kozott tenyésztett és prepardlt, autentikus

baktériumtorzsekbdl kinyert kinonokat, valamint MK-7 (Sigma) és Q-10 (Sigma) molekulakat.

4.2.6.3 Baktériumok poladris lipidjeinek analizise
A baktériumok polaris lipidjeit Minnikin és mtsai (1979) alapjan hatdroztuk meg két-
dimenzids vékonyréteg kromatografia segitségével. A foltok azonositdsdhoz ninhidrin,

Zinzadze reagenseket és molibdo-foszforsaval hasznaltunk (Embley és Wait, 1994).

4.2.6.4 Baktériumok sejtfalanak tipizaldsa

A baktériumok sejtfalanak f6 diaminosavat a sejtek teljes sejt lizatumadl hataroztuk meg
Hasegawa és mtsai (1983) alapjan.
Szlikség esetén a baktérium sejtfal peptidoglikdnjat Schumann (2011) szerint izoldltuk és

meghataroztuk.

4.2.6.5 Teljes-sejt MALDI-TOF MS vizsgadlat
A baktériumok MALDI-TOF MS vizsgalatat a Briiker Daltonics etanol/hangyasav protokollja

alapjan hajtottuk végre (http://clinprot.bdal.de).

A vizsgalatot |ézerrel felszerelt Microflex L20 spektrométerrel (Briker Daltonics) végeztik,
minden spektrumot linearis, pozitiv ion-mddban rogzitettliink. A gyorsulasi fesziltség 2 kV

volt, az elemzéshez 2000-20 000 m/z tdmegtartomanyt hasznaltunk (Téth és mtsai., 2008).
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4.2.7 Genetikai vizsgalatok

4.2.7.1Baktériumtérzsek 16S rRNS génjének bazis sorrend elemzése

A baktériumtorzsek DNS-ét és 16S rRNS génjét Téth és mtsai (2012) alapjan izolaltuk és
szaporitottuk fel az aldbbi primerek alkalmazdasaval: 27F (5'- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -
3’), 519F (5’- CAG CAG CCG CGG TAATAC -3’) és 1492R (5’-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-
3’). A PCR termékek tisztitasa és szekvendlasa az LGC Genomics GmbH-nal (Berlin, Germany)
tortént. (megjegyzés: 2007 el6tti bazissorrend meghatdrozas maddszerét |d. Téth és mtsai
2001).

A kapott 16S rRNS gén szekvencidkat a GenBank adatbdzisaban |év6é szekvencidkhoz

illesztettiik (http://www.nchi.nlm.nih.gov/) BLAST keresést kovetGen, a SILVA projekt

algoritmusat (Quast és mtsai, 2013) kovetve, valamint az EzTaxon (kés6bb EzBiocloud)
szerverét haszndlva (Yoon és mtsai, 2017). A filogenetikai analizist a MEGA 7.0 (Kumar és
mtsai, 2016) végeztik Téth és mtsai (2014) alapjan. (korabban: a filogenetikailag
legkdzelebbi rokonokat szintén a BLAST-on keresztil tettiik Altschul és mtsai, 1997 alapjan,
FASTA programmal (Pearson és Lipmann, 1988) és az EzTaxon 2.1 verzidjanak (Chun és

mtsai, 2007) hasznaltuk).

4.2.7.2 Baktériumtérzsek G+C aranydnak meghatdrozdsa

Miel6tt teljes genom szekvenalasat kotelezévé tették volna, a genomi DNS G+C aranyat a
kovetkez6 modon hatdroztuk meg: a sejteket Frencsh press (Thermo Spectronic) készilékkel
feltartuk, DNS-lket ezt kdvetéen Cashion és mtsai (1977) mdodszerét kdvetve hidroxiapatiton
tisztitottuk, majd a DNS-t P1 nukledzzal és alkalikus foszfatdzzal hasitottuk Meshbah és mtsai
(1989) szerint. A nukleozidokat reverz fazisi HPLC (Shimadzu LC 20A) segitségével
valasztottuk szét Tamaoka és Komagata (1984) moddszere szerint. A G+C tartalmat a
deoxiguanozin tiaminhoz vald aranyabdl szamoltuk ki publikdlt genomszekvenciak DNS-eit
standardként hasznalva. 2018-t6l a baktériumok DNS G+C ardnyat teljes genomjukbdl

hataroztuk meg.

4.2.7.3 Baktériumtérzsek kézotti DNS-DNS hibridizdcio vizsgdlata

Miel6tt a genomszekvendlasokat kotelezévé tették, amennyiben két baktérium 97%-os (vagy
ahhoz kozeli) szekvenciahasonlésagot mutatott 16S rRNS génjében, a DNS-DNS hibridizaciét

is szlikséges volt elvégezni, amit az alabbi mddon végeztink. A torzsekbdl a DNS izolalasa a
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kordbban mar ismertetett modon tortént, a 2xSSC pufferben 67°C-on végeztiik De Ley és
mtsai (1970) alapjan Huss és mtsai altal javasolt mddositassal (1983), cserélhetd, 6x6 luku
Peltier termosztattal és hémérséklet szabalyozdval kiegészitett Cary 100 Bio UV/VIS

spektrofotométerrel (Varian).

4.2.7.4 RiboPrint analizis

A baktériumok DNS-ének EcoRl enzimmel emésztett mintdinak ribotipizdlasat automatizalt

RiboPrinter rendszerrel végeztilk (DuPont Qualicon) a Bruce altal leirt mddon (1996).

4.2.7.5 Teljes genom analizis

2018-t6l a taxondmiai leirdsok megkovetelik az adott Uj taxon teljes genomjanak szekvencia
elemzését. Ezt lllumina MiSeq platformon végeztik MiSeq standard v2-t hasznalva, ahogyan
Genomics Core Facility RTSF, (Michigan State University, USA) javasolta, ahol a futtatas
tortént, a bioinformatikai elemzést mi tettiik meg az alabbi mdédon figyelembe véve Chun és
mtsai (2018) javaslatait: a bazisok beolvasasa Illlumina Real Time Analysis (RTA) v1.18.54
alapjan tortént, ennek eredményét lllumina Bcl2fastq v2.19.1. verzidval konvertdltuk FastQ
formatumba. A szekvencidk leolvasasanak min&ségét FastQC (Andrews, 2010) programmal
ellendriztliik. A leolvasott szekvenciak de novo Osszeillesztését SPAdes 3.10.0 (Bankevich és
mtsai, 2012) végeztik. Ennek eredményét QUAST 2.3 (Gurevich és mtsai., 2013) alapjan
ellenériztiik, a genom lefedettségét Coverage calculator master v0.0.1

(https://github.com/GenomicaMicrob/coverage calculator/) segitségével szamoltuk. Az 500

bazisparnal révidebb kontigokat kivettiik az elemzésbdl.

A lehetséges szennyez6déseket (Lee és mtsai., 2017) alapjan ellenériztiik. A teljes genom
atlagos nukleotid azonossagat (gANI) az EzBioCloud (Yoon és mtsai., 2017) ANI kalkulatoraval
szamoltuk ki. A leirdshoz sziikséges gyors annotaciot RAST server v2.0 (Aziz és mtsai., 2008)

segitségével végeztik.
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5. SAJAT KUTATASOK, AMELYEKBEN TAXONOMIAI EREDMENYEINKET
KULONBOZO PROBLEMAK MEGOLDASARA, ILLETVE KULONBOzZO
KORNYEZETEK BAKTERIOLOGIAI DIVERZITASANAK LEIRASARA
HASZNALTUK FEL

A SIKERES MUNKA REMENYEBEN GYAKRAN MODSZERTANI- ES TAPTALAJFEJLESZTESEKET
VEGEZTUNK

A kisérleteknél a késdébbiekben hivatkozom arra a mddszerre, amellyel
dolgoztunk, leirasukat az anyag és mddszer fejezet tartalmazza. A dolgozat

hoz szorosan kapcsoldddpublikaciokat ddntve, vastagitva, alahuzassal

emelem ki, az egyéb dolgozattal dsszefliggd publikdaciokat déntéssel jelzem.

5.1 AHOGY KEZDODOTT: A BIRKAK KOZOTT....

(Munkdaban J.L.Khoga PhD hallgatéként és Hell Eva MSc hallgatéként vett részt; megjegyzés:
ezt a témat csak a teljesség kedvéért tettem bele a dolgozatba, hogyan is nyilt ki az
érdekl6désem az alkalmazott kutatasok irdnydba, azaz valéban a kezdetek.... részletesebb
informacidkat Id. a kapcsolédd tovabbi cikkekben.)

A dolgozathoz kapcsolddo cikkek: Toth és mtsai., 1998, Khoga és mtsai., 2002; Toth és
mtsai, 2006; Taxondmiai leirdsok: Toth és mtsai, 2001 és 2007; Téth és mtsai, 2008.

5.1.1 Munka elméleti hattere
Midzis alatt a gerincesek, koztiik az ember lagylarvak okozta azon bantalmait értjik, amikor a
larvak (legaldbbis egyedfejlédésik egy meghatarozott periddusaban) az él6 gazda
szoveteibdl, szoveti folyadékabdl vagy béltraktusabdl taplalkoznak. Ehhez kapcsolédott PhD
munkam, a juhok Wohlfahrtia magnifica (Diptera: Sarcophagidae) mikrobioldgiai hatterét
vizsgalva (egy OTKA pdlyazat keretein belil). Ez a légy obligat parazita szervezet, a néstény a

larvait (larvipar) kizardlag él6 allatokba (esetenként emberbe) rakja le.
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A miazisos sebek és egészséges borfeliiletek mikrobidtajat vizsgalva azt talaltuk, hogy az
egészséges és légylarvaval fert6zott allatok bérfellileti mikrobidtaja jelentés kiilonbségeket
mutatott, a wohlfahrtiosisban szenvedd allatok fert&zo6tt terileténaz aktinobaktériumok
jelentésen elszaporodtak (ezen felfedezések a PhD-m részét képezték, itt nem részletezem,
de a teljesség kedvéért, a kiindulashoz, ugy gondolom sziikséges megemliteni).

A baktériumok azonositasa ekkor még elsé sorban fenotipusos bélyegeik alapjan tortént
(klasszikus fenotipusos bélyegek vizsgalata illetve Biolog gyorsidentifikdcids rendszer
segitségével, mindossze a baktériumok 25%-at vetettik ald 16S rRNS gén bdazissorrend
meghatarozasanak). A munka azonban késébb is folytatodott.

Ugyanis terepi megfigyeléseink azt mutattdk, hogy a néstény legyek melegvér( allatok él6
szoveteiben taplalkoznak és szaporodnak, a himeket inkdbb a cickafark novényen lehet
felfedezni, annak nedveivel taplalkozik.

Kérdés: mi vonzza a legyeket az dllatokhoz illetve a névényhez? Mi(k) termelik az anyagot,
lehet-e ebben szerepe a kapcsolédé mikroorganizmusoknak? Lehetséges-e csapddzo anyagot

osszedllitani?

5.1.2 Alkalmazott modszerek, mddszerfejlesztés, eredmények

Mivel az aktinobaktériumok elszaporoddsat tapasztaltuk a miazisos fellileteken, az alabbi
torzseket valasztottuk ki a vizsgdlatainkhoz: Rhodococcus fascians 2V/35, Mycobacterium
aurum 2V1/12, nem azonositott aktinobaktérium 5VI/1k és 9V/8. Negativ kontrolként a
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960 és Bacillus subtilis ATCC 6633 baktériumtorzseket
hasznaltuk.

El6sz6r a baktériumok steril szlrletét teszteltik csapdazé anyagként szabadfoldi
kisérletekben, vonzza-e a legyeket, ha igen, melyeket (a kisérleteket az Allatorvosi Egyetem
Parazizoldgiai Tanszékének munkatdrsaivel végeztiik). Ehhez a baktériumokat KingB (King és
mtsai., 1954) taplevesben 72 6rdn at razattuk, majd seril 0.45um filteren (Millipore)
leszdrtik.

A légycsapdazasi kisérlet eredményei a 3. tdblazatban lathatok (Khoga és mtsai, 2002).
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Baktériumtorzs Atlagos napi csapdazott légyszam (+ standard hiba)
W. magnifica egyéb légyfaj

Rhodococcus fascians 2V/35 11,5+7,7 55,0 +12,1
Mycobacterium aurum 10,8 +6,5 48,6 +12,1
2VIi/12
nem azonositott 3,0+1,4 31,0+1,4
aktinobaktérium 5VI/1k
nem azonositott 2,5+2,2 7,0 £0,0
aktinobaktérium 9Vv/8
Pseudomonas aeruginosa 2,0+1,4 26,0 +2,8
CCM 1960
Bacillus subtilis ATCC 6633 2,0 £0,0 9,0+1,4
tiszta agarlemez 3,0+1,4 10,0 +1,4

3. tablazat Baktériumok sziirletével csapdazott legyek szama

A R. fascians 2V/35 és M. aurum 2V1/12 baktériumtorzsei szignifikansan tobb W. magnifica
kifejlett példanyt vonzottak, mint a negativ kontrol baktériumtorzsek, bar mas légyfajokat is
(Lucilia sericata, L. cuprina, Musca domestica) er6teljesebben vonzottak (3. tablazat).

A baktériumok volatilis végtermékeit specialis médon, a 15. dbra alapjan teszteltiik (sajat
modszer): KingB agaron fenntartott, folyadék kultdraban nevelt baktériumtenyészeteket
teszteltink (kontrolként beoltatlan tdptalajokat alkalmaztunk). Maddszeriinkben a
mintavételt elektromos pumpa segitségével valdsitottuk meg, a szaganyagokat aktiv szenet
tartalmazé ,,ORBO” csOveken csapddaztuk, ahonnan az anyagokat szerves olddszerrel

visszaoldottuk.
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‘ Rubber plugged
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15. abra. Baktériumok volatilis végtermékeinek vizsgalata, Khoga és mtsai, 2002 nyoman.

A bakterialis ,,szag”anyagokat végiil GC-MS segitségével analizaltuk (HP-5780, VG-12-250 MS
detektor), és az aldbbi vegylleteket mutattuk ki minden mintabdl: metantiol, dimetil-szulfid,
dimetil diszulfid. A két leginkabb vonzé hatdst mutaté baktérium (R. fascians és M. aurum)
szlrletéb6l emellett dimetil triszulfidot, ként (ciklo-oktasulfur - S8) és benzolt is
azonositottunk.

Megallapitottuk tehat, hogy mely baktériumok altal termelt illékony anyagok felel6sek a
légy vonzasaért (légycsapdazé anyag Osszetételére is javaslatot tettiink, bar ez anyagi

forrasok hianyaban mar nem valdsult meg).

Mindezek kozben vizsgaltuk maganak a légy (W. magnifica imago, 1-2-3. stadiumu larvainak
és babjainak) mikrobialis kozosségeit (Toth és mtsai, 2006), a tenyésztett baktériumtorzsek
azonositdsa minden esetben 16S rRNS génjik alapjan tortént - ezen kutatdsok eredményeit

nem ismertetjik itt részletesen, azonban megjegyezziik, hogy a légy larvaibdl tobb Uj
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baktérium nemzetséget sikerilt leirnunk, amely taxondmiai leirdsok a dolgozat targyat
képezik.

Fontos megemliteni, hogy ezen kutatdsok hivtak fel a figyelmem arra, hogy a mikrobiolégiai
alkalmazott kutatdsok segitségével szamos esetben megoldast lehet taldlni bizonyos
ipari/egészségligyi problémdkra és hogy a mikrobidlis taxonémia tikrében rengeteg valasz
megadhatd a megfeleléen feltett kérdésekre.

2003-t6l az ELTE KKKK (Kornyezettudomanyi Kooperacios Kutatdékozpont) keretein bell

szamos alkalmazott kutatasban vettink részt.

5.2 SZENNYVIZISZAP VIZSGALATOK
(A munkdban részt vallalé PhD hallgatdm: Tauber Tamds (végzett), BSc hallgatom: Wirth
Baldzs, TDK 1. helyezett; MSc hallgatdm: Pechdl Nikolett)

A dolgozathoz kapcsolddo cikkek: Mdrialigeti és mtsai, 2006; Tauber és mtsai, 2007; Tauber
és mtsai, 2011.

5.2.1 Munka elméleti hattere

Munkank soran a Dél-pesti Szennyviztisztitd telep Uzemi anaerob iszapkezel6
kisérleteihez kapcsolédtunk a biogaz termelés optimalizaldsanak céljabal.

A szerves anyagok anaerob lebontdsaban mikroorganizmusok szamtalan faja/tipusa vesz
rész, legyen sz6 természetes vagy ember 3ltal kialakitott rendszerrél. Ezen folyamatok
nemcsak a hulladékkezelés szempontjabdl birnak gazdasagi jelent&séggel, hanem a
mikrobak egy csoportja (metanogén Gsbaktériumok) biogaz termelésére is képes.

Az 16. abran az anaerob iszaprothasztasban lejatszodé folyamatokat szemléltetem,
megjegyezvén, hogy a szerves polimerek hidrolizise a teljes anaerob degradacié egyik
kulcslépése. Az egyes anyagcserelépésekért a kozosségen bellil jol korilhatarolhatd

csoportok felel6sek, de anyagcseréjiik soran szoros egymasra utaltsagban mikodnek.
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szerves polimerek

monomerek
(cukrok, aminosavak, zsirsavak)

]
Fermentacios

végtermékek, pl.

tejsav, hangyasav,
alkoholok, stb.

C1 vegyiiletek (pl. CO,), H, ecetsav

1: hidrolizal6 baktériumok 4: homoacetogén baktériumok
2: primer fermentalo baktériumok 5: hidrogenotrof metanogének

3: szekunder fermentalo (szintrof) baktériumok — 6: acetiklasztikus metanogének

16. abra. Biopolimerek lebontasanak egyszer(isitett abraja: a mikroorganizmusok altal végzett folyamatok
anaerob iszaprothasztas soran, Tauber, 2013 nyoman. (A: hidrolizis; B: primer fermentacio; C: szekunder
fermentacio; D: metanogenezis)

5.2.2 Alkalmazott modszerek, mddszerfejlesztés, eredmények

5.2.2.1 Iszaprothaszto(k) mikrobidlis k6z6sségeinek dltaldnos vizsgalata kemotaxonomiai
modszerrel

(Az altalunk optimalizdlt kemotaxondmiai vizsgalatok pontos menetét a korabban
ismertetett 14. dbra szemlélteti). A Dél-Pesti Szennyviztisztité Uzem féliizemi iszaprothaszté
els6 kemotaxondmiai vizsgalatai soran azt tapasztaltuk, hogy egy kinonmolekula, az MK-
5(H2) (a kinoiddlis gylrihoz 5 izoprén egység kapcsolddik és ebbdl egy telitett) minden
mintaban minden egyéb kinont nagysagrendileg meghaladé mennyiségben fordult el6. A
rovid lancud, egyszeresen telitett menakinonok szulfatredukalé baktériumok jellemzdi, ezek
kozll is a Desulfobulbus nemzetség tagjairdl irtdk le ezt a szakirodalomban. Ennek a
baktériumnak tomeges, aktiv jelenlétét (a mintakbdl ezen moddszerrel csak azon
molekulafajtak kimutathatdak biztonsaggal, amelyek nagy mennyiségben fordulnak el — a
légzési kinon ilyen mennyiségl termelése aktiv légzést feltételez a rendszerben) jelzi ez az

eredmény, amit alatamasztott a mintak magas szulfat tartalma is. Ismert tény, hogy a
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szulfatredukalé baktériumok (egy szik redoxpotencidl-tartomanyt leszamitva) erGs
hidrogén-kompetitorai a szén-dioxidot hidrogénnel redukdlé metanogén baktériumoknak.
Ezzel az eredménnyel a metantermelés hatékonysagat potencialisan befolydsoldé tényezére
taldltunk, késdébbi felf(itéses kisérleteink eredményeképpen (Tauber és mtsai.,, 2007)
javaslatot tettiink az Uzemvitel szdmara az iszaprothasztds optimalis hémérsékletére
vonatkozdéan, ahol a metantermelésért felel6s Archaea baktériumok maximalis
biogaztermelése mellett a szulfatredukalé baktériumok (a metanogén baktériumoktdl eltéré

hémérsékleti optimumuk miatt) visszaszorulnak.

5.2.2.2 Modellrendszer épitése, ,buborékszamlalés mddszer” kidolgozasa

A kisérletek sajnos az lUzem napi kotelezé rutin munkaja miatt tobbszor lealltak, ezért a
pontos reprodukalhatésag és folyamatos munka biztositdsa érdekében végilil sajat

laboratériumi modellrendszert kellett kialakitani (6. kép).

6.kép. Szennyviziszap-rothaszté modellrendszer Foto: Wirth Balazs (Iszaprothasztokként gombaolyd
lombikokat hasznaltunk, melyekbdl szilikoncsoveken keresztiil elvezettiik a keletkez6 biogazt a gazméréshez.
A lombikokat termosztatban magneses keverdasztalokra helyeztiik, és a kisérlet soran folyamatosan
kevertettiik az iszapot)

Mar a kisérletek kezdeti szakaszaban kiderilt, hogy laboratoriumi koriilmények kozott a
biogdzhozam mérése komoly nehézségekbe (tkozik: a piacon hozzaférhetd késziilékek igen
dragak (tobb millids nagysagrend), amire a munkalatok ezen periédusaban anyagi forrasok
nem 4alltak rendelkezésre. igy hat ,szegény ember vizzel f6z” alapon egy sajat,
buborékszamldlason alapulé mddszert fejlesztettlink ki (Tauber és mtsai., 2011), mely a
digitdlis képfelismerésen alapulé buborékmérés és -szamlalas elvén mi(ikddik, s amellyel
alacsony gazhozamu bioreaktorok gaztermelése hatékonyan mérhet6. A mddszer minddssze
egy szamitogéphez csatlakoztathaté kamerat igényel, és tovabbi detektor-berendezések
nélkul alkalmazhato tobb gazforrds hozamdanak parhuzamos nyomon kovetésére is (17. A és

B abrak).
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17. A. abra A buborék szamlalé eszkoz. a) oldalnézet: p: L alaku livegcsovek festett folyadék- és
gazbuborékokkal (fehér ellipszisek); g: fehér hordozo talca; c: kamera; I: fényforras; b) fentrdl: d: kiindulasi
vonal (kék) az automatikus csGészleléshez; e: mm-es skala a buborékméret kézi javitasahoz; f: referencia
marker az automatikus buborékméret kiszamitasahoz; r: reaktor (keverve); s: szamitégép; t: termosztat; a:

délésszog (3 ° -10 °)

j

— 5 @)

|

H H
E—= [ A AN |
S

dbub

17.B dbra Az elemzett kép és a buborék geometridja. a) és b): a 3 csével ellatott buborékos késziilék
tényleges és pixelizalt latvanya di az i buborék mérete, dm a referencia marker mérete, [d] = mm; piazi
buborék kimutatott hossza, pm a referencia marker észlelt hossza, [p] = pixelek szama. c) A buborék valés és
észlelt hossza kozotti kiillonbséget kell hasznalni a c1 korrekcids tényezé megallapitasahoz. dbub a
kivalasztott buborék vizudlisan meghatarozott mérete, pbub az észlelt hossz pixelekben, pbub 'a korrigalt
hossza pixelekben, az egyenl6 a valés mérettel. c1 = pbub ”- pbub
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Amikor egy buborék athalad a cs6ben, ez egy sziirke szakaszként jelenik meg egy szines
hattérben. A buborék hosszat egy pontos méretjelolével meg lehet hatdrozni (piros
téglalapok a 17.A és B. dabrakon): a buborék hossza korreldl a buborék térfogataval,
megfelel6 egyenlet alkalmazasaval ez a térfogat, igy a termelt gaz mennyisége

meghatarozhaté (17. C dbra).

Detektalt Korrigait

buborék buborék A aainy Kalkulélt buborék
5 B uborék méret p
méret méret (mm-ben) g térfogat (ml_ben) m
(pixelekben) (pixelekben)

c
2
i)
S \ (korrigalt adat) Egyenlet (2)
©
:% """"""" » P : :
§ 'g —_ (szamolt : 7
¥ & Eléz5leg kalkul3lt ada). it A (szémolt adat)
'g 1 korrekciés faktor i : ;
o E
° Egyenlet(1) :4,: P, ot
< gyenlet (1) + 16
At1 ST e (korabban
i 4 : kalkulalt
Sl O, [ —— Lo S——— Femeemomne e R o R e fese i g korrekcios faktor)
(a referencia marker (manualis térfogat
) detektalt mérete) dp, kalibracié alapjan H
N - 1Yy & s meghatarozott értékek) Y
! (ismert adat) E "
: redmény
/ '''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' P adatfile
1

Camera és PC

17.C abra. Az adatok elGallitasanak logikaja a buborékképz6dés észlelése alapjan. Ahol di az i buborék
mérete, dm a referencia marker mérete, [d] = mm; pi 'az i buborék kimutatott hossza, pm a referencia
marker észlelt hossza, [p] = képpontok szama; Vi az i buborék térfogata, [V] = ml. At a két buborék
megjelenése kozotti id6. A szaggatott vonallal kérvonalazott négyzetek a felhasznal6 altal definialt
valtozokat képviselik (Tauber és mtsai, 2011 alapjan).

Standard gdazforrasok segitségével elvégeztiik mddszeriink kalibraldsat, és az altalunk
kialakitott szennyviziszap-rothasztd modellreaktorokon teszteltik mikodését. Utdbbi
méréseknél eddig ismeretlen okbdl jelentkez6 oszcillalé gazkilépést detektaltunk, melyrdl
tobb Iépésben bebizonyitottuk, hogy nem a mérési mdédszer miiterméke.

A kidolgozott eljarast el6szor a nehezen bonthatd szubsztratok (celluldz, lignocelluldz)
adagolasanak tesztelésére hasznaltuk (a vizsgalatok és kiértékelésik Id. Wirth és mtsai
(2011). Kdzben elnyertiink egy TéT palyazatot a DAAD-MOB altal kiirt projektszerd kutatasi
egylttmikddésre (DAAD-MOB, 14624) ,Természetes lignocelluléz lebontd élShelyek
vizsgalata potencialis ipari biogaztermelést serkent6 mikrobatenyészetek kinyerése céljabol”
cimmel, amely a munkalatokba egy német egylittm(koédd partner bevondasat is lehetévé
tette (UFZ, Lipcse), a buborékszamlaldson alapuldé késziléket a német partnernél is

megépitettik.
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5.3 PARTI SZURESU IVOVizZ VIZSGALATA

(A munkdban részt vallalé PhD hallgatdm: Homonnay Zalan Gabor, abszolutériumot szerzett,
MSc hallgatd: Térok Gyorgy)

Jelen dolgozatban a témat csak részlegesen ismertetem, de fontos eredményekhez vezettek
és néhdny taxondmiai leirdst ezen kutatasok eredményeztek, ezért fontosnak tartom &Sket
megemliteni.

Dolgozathoz kapcsolddd publikdciok: Homonnay és mtsai., 2008, 2014, Taxondmiai leirdsok:

Makk és mtsai, 2011; Toth és mtsai, 2011.; Makk és mtsai, 2015.

5.3.1 A munka elméleti hattere

A Duna mentén szamos orszag, igy hazank két millié lakosu févarosanak vizellatasaban is
kdzponti szerepet tolt be a folyd, a févaros ivovizsziikségletét teljes mértékben a 90 km
hosszan elterll8, 751 mkodd dunai partiszlrésd kutbdl allé rendszer segitségével biztositja.
Ez a rendszer csak Budapest szamara évi 310 millidé m3 ivévizet nyujt, ami a magyarorszagi

teljes ivovizmennyiség 37, a teljes hazai partiszlrési vizmennyiség 81%-a.

5.3.2 Alkalmazott modszerek, eredmények

A munka a Vizm{ Zrt megbizasabdl, velik szoros kooperacidban zajlott, célja az volt, hogy a
viz mikrobioldgiai allapotat/minéségét a kattdl a fogyasztdig feltérképezziik, ehhez
tenyésztést, T-RFLP és molekularis klonozast végeztiink.

Eredményeink szerint az intenziv klérozast kdvetGen a tenyészthet6 baktériumok jelentds
része elpusztult, és bar a késébbi szakaszokon uUjradusulas volt megfigyelhet6, a csiraszam
(TKE/mL) mar nem érte el a kldrozatlan vizek értékét. A mikroszkdpos sejtszamok a
tenyésztéses eredményeknél legalabb 2 nagysagrenddel nagyobbak voltak, a klérozott viz
mikroszkdpos sejtszdm értékei nagysdgrendileg megegyeztek a kldrozas el6tti vizmintdk
értékeivel. A klérozas hatdsara ugyanakkor egy teljes kozosségi atrendezédés zajlott: a
klérozas utani szakaszon azonban a nem kérokozé Mycobacterium fajok valtak dominanssa.
Ellenalld, mikolsav-tartalmu sejtfaluk segitségével a fert6tlenit6 kezeléseket is gyakran
tulélik, igy relativ mennyiségik novekedett a vizhaldzatokban. Megjelenésiiket nem lehetett
Osszefliggésbe hozni sem fekalis szennyez6déssel, sem hibas ivovizkezeléssel, vagy
Uzemzavarral. A kozdsség madsik domindns csoportjat Methylocella nemzetség képviselbi

alkottak, mely szervezetek un. ,egyszén” vegyliletek (C1) oxidalasaval is képesek energiat
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nyerni (fakultativ metilotréf baktériumok). Ismert, hogy ezen vegyiiletek a kldrozas hatasara
gyakran keletkeznek ivévizhdldzatokban. A tenyésztéses vizsgalataink soran tobb Uj

baktériumtaxont fedeztiink fel (Id. taxondmiai rész).

5.4 EGY MAGYARORSZAGI ER6MU VIzTISZTITO RENDSZERENEK VIZSGALATA

(Munkaban részt vallalé PhD hallgatéim: Bohus Veronika (végzett) és Kéki Zsuzsa (végzett),
MSc hallgatdk: Szoboszlay Marton, Grébner Kitti)

A részletes vizsgalati eredmények ebben az esetben sem képezik a dolgozat targyat, a
taxondmiai leirasokhoz és a tdptalaj fejlesztéses eredményeink jelentéségének
megértéséhez azonban fontosnak tartom dsszefoglalasukat.

Dolgozathoz kapcsolddd publikdciok: Bohus és mtsai., 2007; 2010; Kéki és mtsai., 2013;
2019; Toth és mtsai, 2012; 2014.

5.4.1 A munka elméleti hattere

A nagy tisztasagu vizek csak nyomokban tartalmaznak szerves és szervetlen molekuldkat, és
ELVIEKBEN mikroorganizmusoktdl mentesek (ez természetesen nem igaz), vezet6képessége
a gyakorlatban 25 °C-on < 0,054 uS*cm-?.

Szamos ipari létesitményben alkalmaznak nagy tisztasagu vizet (UPW - ultra pure water)
alapanyagként, nyersanyagként vagy hitévizként, a mi vizsgdlataink egy magyarorszagi
erém( vizel6készité lGzemét céloztak meg (18. dbra). A munkardl részleteiben itt sem
szamolunk be, azonban hogy a dolgozatban szerepl6 Uj baktériumtaxonokhoz ,eljussunk”,

eredményeinket Bohus (2010) alapjan 6sszefoglalom.

) o ALAPSOTALANITO
NYERSViZ-  MESZES ELOLAGYViz- BLOKK*
TARTALY* REAKTOR* TARTALY*

ELOSOTALANVIZ-

s FINOMSOTALANVIiZ-

TARTALY **

j PRIMER KOR
[ ]

TK SZEKUNDER
- o, — KOR

BEFOLYO

NYERSVIZ — — — — — — —

NEM
KOZPONTI
TERULETEK

KAVICSSZURO*
SZERVESANYAGKOTO ANIONCSERELO KEVERTAGYAS

IONCSERELO*

KATIONCSERELO GYANTA

GYANTAK

18. abra. A vizsgalt viztisztito lizem sematikus vazlata. A primer szekunder vizkérok a turbina ellatasat illetve
a hiitéviz rendszert jelentik, a marginalis részek els6 sorban a kiilonb6z6 laborokat és egyéb ellaté
rendszereket latjak el finomsadtalan vizzel. A sziirke p6ttyok az elsd, a fekete pottyok a masodik mintavételi
idépont helyeit jelolik. TK: térfogat kiegyenlit6 tartaly
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5.4.1 Alkalmazott modszerek, taptalajfejlesztés, eredmények

Munkank soran tenyésztést és tenyésztéstdl fuggetlen (mikroszkdpos sejtszam

meghatdarozas, eletronmikroszkdpos vizsgdlatok, DGGE, molekularis klénozas) egyarant

hasznaltunk. Eredményeink révid 6sszefoglalasa: 1. Elektronmikroszkdpos eredményeink azt

mutattak, hogy a gumifeliiletek biofilmjében komplex mikrobatarsulas taldlhato (7. kép).

7. kép a vizsgalt biofilm mintak SEM fotdi. a. Az él6bevonatban taldlhatd, nyalkaba agyazott sejtek, b.
elagazo és fonalas szervezetek c. Hyphomicrobium-okra jellemz6 bimbdodzé forma. Foték: Makk Judit

2. Megallapitottuk, hogy a viztisztité Gzem tobb pontjan szennyezett, a cséveket néhol
komplex él6bevonat boritja, az egyes pontoknak akar stabil mikrobakozossége alakulhat ki
(pl. kevertagyas ioncserél6 gyanta), és hogy az altalunk kimutatott mikrobdk a korrdézids
folyamatokat befolyasolhatjak, akar indukalhatjak is: a biofilmeket alkoté mikrobakdzosség
Osszetételét pl. a Ho-metabolizmus, valamint egyéb anyagcseretermékek révén alakithatjak.
Megjegyezziik, hogy az ioncserél§ mligyantak egy részében a térhaldsitast divinil-benzollal
érik el, ami a Delftia fajok szamara szén- és elektronforrasul szolgalhat - néhany Delftia-fajt
(pl. az altalunk is nagy szamban kimutatott D. acidovorans-t) ,gumi-ev6”-ként is emlegetik. A
kimutatott mikrobdk kozil tobb képes a levegd nitrogénjének fixalasadra, ami egy ilyen
tdpanyagszegény kornyezetben kulcsfontossagli lehet a mikrobak fennmaradasa
szempontjabol. Szdmos kimutatott baktérium altal termelt EPS réteg a biofilmek
kialakitdsaban jelent6s 3. Kritikus pont elemzés sordn megallapitottuk azt is, hogy a
beavatkozasi pont maga a kevertagyas ioncserél6 gyanta kell, hogy legyen és a beavatkozast
biocidokkal el is végeztik (Kéki és mtsai., 2019). Azonban hogy ehhez eljussunk, tenyésztés
kapcsan tovabbi moddszerfejlesztést/taptalajfejlesztést kellett végezniink, hogy a
biocidokat lehetGség szerint a rendszerben el6fordulé mikrobak legszélesebb koérén

tesztelni lehessen: csak azon szervezeteket lehet barmely biocidra/antimikrobialis anyagra
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vald érzékenységre (ami késGbb gyakorlatban is felhasznalhatd) tesztelni, ami a kezlinkben

van. Tdptalaj fejlesztéses kisérletek

Kiindulas: a vizekb6l a kiilonb6z6 mintavételek soran (6sszesen 5 mintavétel 2003-2010
kozott) 534, biofilmbdl 117 baktériumtorzset izoldltunk a (TSA, M27 és R2A) taptalajokrol,
azonositdsuk ARDRA-val (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) illetve
zsirsavprofiljuk alapjan torténé csoportositast kdvetéen 16S rRNS génjik szekvencidja
alapjan tortént. Ezek kozul valasztottuk ki azokat, amelyek viszonylag gyorsan ndévekeddek,
heterotréfok és emellett szétes6 sejtjeikkel a rendszer szerves anyag tartalmat jelent6sen
novelni képesek és a baktérium-kivonatok alapjaul szolgaltak.

A 2004-2010-es évek eredményei alapjan specialis, els6sorban oligotréf (kis szerves anyag
tartalommal jellemezhetd) taptalajokat dolgoztunk ki, amelyek a korabban R2A tdptalajrdl
izolalt oligotréf baktériumok szlirleteit/hével eldlt tenyészeteit is tartalmaztak. Emellett
egyéb szintetikus és komplex médiumokat is teszteltlink, direkt szélesztést és dusitdst is

alkalmaztunk.

1. Taptalaj Osszetétele (szintetikus taptalaj - nyomelem-, makroelem-, vitamin oldat):

Nyomelem oldat* 1,00 ml
KNOs-os M1 oldat*** 100,00 ml
Agar 24,00¢g
Finomsodtalan-viz 1000,00 ml

121 °C-on, 15 percig sterilizalva

Vitamin oldat**** 1,00 ml (sterilen hozzaadva)

2. Taptalaj 6sszetétele (komplex taptalaj — csak baktérium kivonat)

Baktérium kivonat** 1,00 ml
Agar 24,00 g
Finomsodtalan-viz 1000,00 ml

121 °C-on, 15 percig sterilizalva

3. Taptalaj 6sszetétele (C1 komponenseket is tartalmazdé komplex taptalaj, vitamin

oldattal)
Nyomelem oldat* 1,00 ml
Baktérium kivonat** 1,00 ml
KNOs-os M1 oldat*** 100,00 ml
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Agar 24,00 g
Finomsotalan-viz 1000,00 ml
121 °C-on, 15 percig sterilizalva

Vitamin oldat**** 1,00 ml (sterilen hozzaadva)

4. Taptalaj 6sszetétele (C1 komponenseket is tartalmazo szintetikus taptalaj):

Natrium — acetdt 0,50g
Natrium — formiat 0,50g
KH2PO4 1,00 g
K2HPO4 0,50g
NaHCOs3 2,00g
Agar 24,00 g
Finomsotalan-viz 1000,00 ml
pH7.0-7.2

121 °C-on, 15 percig sterilizalva

5. Taptalaj 6sszetétele (komplex taptalaj, R2A taplevesel):

Baktérium kivonat** 40,00 ml

R2A tapleves 100,00 ml

Finomsotalan-viz 860,00 ml

Agar 24,00¢g
pH7.0-7.2

121 °C-on, 15 percig sterilizalva

* Nyomelem oldat

Fe SO4 x 7H,0 2,100 ¢
H3BOs 0,030g
MnCl; x 4H,0 O,lOOg
CoCl2 x 6H20 0,190 g
NiCl2 x 6H20 0,024 g
CuCl; x 2H,0 0,002 g
ZnS04 x 7H20 0,144 g
NaxMo0Os x 2H,0 0,036¢g
EDTA 5,200 g
Desztillalt viz 987,00 ml
pH 6.0 121 °C-on, 15 percig sterilizalva

** Baktérium kivonat 6sszetétele, elkészitése:

A baktériumokat kordbban ugyanezen rendszerb6l R2A taptalajon tenyésztettiik ki. A
kivonat elkészitése: 1 héten at R2A taplevesben, szobahémérsékleten tenyésztve, majd
elegyitve az egyes tenyészeteket, centrifugdlast kovetben a felllluszét ledntve, ezaltal egy

slr( baktérium szuszpenzidt nyerve, 121 °C-on, 15 percig sterilizalva.
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felhasznalt baktériumtorzsek

Delftia acidovorans (UM16)
Mycobacterium fluoranthenivorans (BB79C)
Ralstonia insidiosa (BB165B)
Novosphingobium hassiacum (RD1)
Chromobacterium violaceum (R8)
Bacillus weihenstephanensis (BB80)
Enterobacter sp. (RT11)
Bradyrhizobium sp. (BB178)

*** KNOs-os M1 oldat 6sszetétele:

KNO3 1,00 ¢
KH2PO4 0,20 g
MgS0O4 x 7H,0 0,10g
CaCl; x 2H,0 0,02g
Desztillalt viz 1000,00 ml

121 °C-on, 15 percig sterilizalva

**** VVitamin oldat 6sszetétele:

4-aminobenzoesav 40,00 mg
D( +) - biotin 10,00 mg
Nikotinsav 100,00 mg
Ca D (+) - pantotenat 50,00 mg
Piridoxin - dihidroklorid 150,00 mg
10 mM Na - foszfat puffer 1000,00 ml

pH 7.1; 0,2 mme-es filteren atsz(irve, 4 °C-on, s6tétben tarolva

Megallapitottuk, hogy az uUjonnan alkalmazott taptalajokon a&ltaldban nagyobb volt a
tenyészthetd diverzitds, joval tobb aktinobaktériumot sikeriilt tenyésztésbe vonnunk és
szamos, korabban nem tenyészthet§ baktériumot is sikerilt tenyésztésbe vonnunk (19.

abra).
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19. dbra A taptalajok hatasa az ultratiszta vizbél kitenyészthetd baktérium kozésségekre a phylum-ok
szintjén [Taptalaj 1: szintetikus taptalaj (nyomelem-, makroelem-, vitamin oldat); Taptalaj 2; 5: komplex

taptalajok (baktérium kivonat; baktérium kivonat és 10% R2A); Taptalaj 3; 4: C1 komponenseket
tartalmazo taptalajok (vitamin oldat nélkiil; vitamin oldattal)]

A specialis taptalajokrol torténé izolaldsok soran megtalaltunk tobb, a kordbbiakban R2A
taptalajrdl is izolalt baktériumot, ugyanakkor szdmos egyéb szervezet megjelenését is
tapasztaltuk. Erdekes eredmény, hogy ezen tenyésztések soran a Gram-pozitiv szervezetek
(Mycobacterium, Microbacterium, Leifsonia, Paenibacillus nemzetségek) el6fordulasa a
tenyésztett baktériumok kozott |ényegesen magasabb volt, mint korabban, bar az izolalt
Gram-negativ baktériumok diverzitasa nagyobb (tobbféle szervezetet taldltunk), mennyiségi

aranyaiban Osszességében kevesebben vannak, mint Gram-pozitiv tarsaik.

Az () tdptalajokon kitenyésztett baktériumok irodalmi adatok szerint szintén
hozzdjarulhatnak a korrdzidhoz. A kitenyésztett Uj baktériumtaxonok leirasat elvégeztiik,
koziilik egy a dolgozat részét is képezi (Toéth és mtsai, 2012).

Végs6 eredményként sikeresen megallapitottuk a rendszer kritikus pontjat, Kathon WT
biociddal (laboratériumi modellrendszer segitségével elGzetes teszteléseket végeztiink)
megvalodsitottuk a rendszer mikroba mentesitését és kidolgoztunk egy pontos ilizemviteli

tervet a kevertagyas ioncserél6 gyanta mikrobamentesitésére, amelyet a felkéré iizem mai

napig hatasosan alkalmaz lizemviteli problémaik megoldasara (Kéki és mtsai, 2019).
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5.5 FURDO- ES TERMESZETES VIZEK VIZSGALATA

Ezen kutatasok jelen pillanatban is folynak, legtébb komolyabb eredményiink publikalas alatt
van, azonban részeredményeinetk magyar nyelven mar kozzétettelik és legujabb taxondmiai
leirasaink ezen vizsgalatokbdl szarmaznak.

(Munkaban részt vallalé PhD hallgatéim: Lippai Anett (abszolutériumot szerzett) - fliirdévizek
mikrobiolégiai vizsgalata és Szurdczki Sara (abszolutériumot szerzett) - a Ferté bakteridlis
kozosségeinek elemzése, a makrofiton boritottsag hatdsa a viz bakterioldgiai kozosségeire.

Dolgozathoz kapcsolodo publikdciok: Lippai és mtsai., 2017, 2018; Szurdczki és mtsai, 2016,

2017; 2018. Taxondmiai leirdsok: Toth és mtsai., 2017a; Toth és mtsai., 2017b; Szurdczki és

mtsai., 2020.

5.5.1 A munka elméleti hattere

A két témat itt Osszevontan, roviden tdrgyalom, hiszen az angol nyelvd publikacidk (a
dolgozat irdsakor) még elfogadas/megjelenés alatt vannak.

1. A termalfurd6k egyediilalld vizes kornyezetek, amelyekben mind 6koldgiai, mind
antropogén hatdsok valtozasokat idéz(het)nek elé az adott viz mikrobioldgiai allapotaban.
GyogyfurddGink vizét elssorban kozegészségligyi szempontbdl vizsgdljak, a forrasokat és
medencéket benépesit6 természetes mikrobakozosségekrdl ismereteink hidnyosak.

2. A Fert6 Eurdpa legnagyobb sekély, alkalikus szikes tava. A magyar térész 85%-at (75 km2)
nadas (Phragmites australis) fedi. A makrofiton boritottsdg novekedése a baktériumok
mennyiségének és aktivitdsanak novekedését eredményezheti, illetve azok diverzitasat is

befolyasolhatja. A vizsgalatokat egy NKFIH palyazat keretében végeztik el (NKFIH 116275).

5.5.2 Alkalmazott mddszerek, eredmények

1. Célunk az volt, hogy tenyésztéses (hagyomanyos tenyésztés R2A tdptalajon, specidlis
tenyésztés egy altalunk kifejlesztett, alacsony tapanyag koncentracioju taptalajon, dusitas
poliuretdnhab, mint hordozé felhasznaldsaval — Id. 3. kép), valamint tenyésztéstél fliggetlen
modszerekkel (mikroszkdpos sejtszam meghatdrozas, T-RFLP, 16S rRNS gén bazissorrend
elemzés) tarjuk fel a mikrobidlis kozOosségek Osszetételét kiilonb6z6 budapesti
termalfird6kben oly mddon, hogy a forrasviz mikrobialis kdzosségeit 6sszehasonlitjuk a

kiilonb6z6 tulajdonsagokkal jellemezhet6 medencék vizének kozosségeivel, kitérve az
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Okoldgiai és emberi firdGzésbdl szarmazd esetleges hatasokra. Eredményeink szerint a
vizsgalt flrd6k vize higiénés szempontbdl nem volt kifogasolhatd. A Gellért gydgyfirdé
esetén minden mintankat az Alfaproteobaktériumok dominancidja jellemezte, de
megjelentek a Firmicutes, Béta- és Gammaproteobaktérium, Deinococcus-Thermus és
Bacteroidetes ledgazasok képviselbi is, vizbdl szdmos Uj baktériumtaxont tenyésztettiink ki
(Id. taxondmiai rész). A Dandar gyogyfird6 esetén a 44°C-os forrasvizet, egy tolt6é-uritd és
egy vizforgatasos 38°C-os, valamint egy toOltS-urité 20°C-os medencéjének mikrobiolégiai
vizsgalatat végeztik el. A vizmintdk Osszes sejtszama forraviz esetén 1,43*10* sejt/ml, a
tolté-Uritd tipusu 38°C-os medencében 4,94*10° sejt/ml, a 20°C-os medencében 2,6*10°
sejt/ml, a vizforgatdsos 38°C-os medencében 7,83*10° sejt/ml értékek volt: ez ravilagit arra,
hogy nem csak a fird6z6k jelenléte, hanem a vizkezelés tipusa is befolyasolja a baktériumok
mennyiségét az adott viztestben. A forrasvizben tenyésztéses eljarassal dominans taxonok a
Brevibacillus choshinensis és Brevibacillus brevis voltak. A beltéri 38°C-os medencébdl
jelent6s mennyiségben izolaltuk a Hydrogenophaga atypica faj képvisel6it, a kiltéri
vizforgatdsos medencébdl pedig kiilonb6zé Pseudomonas fajokat, amelyek a természetben
széles korben elterjedtek. A beltéri 20 °C-os medencében a Brevundimonas nemzetség tagjai
és a Micrococcus aloeverae mellett domindns el6fordulasu volt a Rhizobium herbae és a
Porphyrobacter colymbi. T-RFLP vizsgdlatunk alapjan (Shannon és Simpson indexek) a forras
vize mutatkozott a legdiverzebbnek, tenyésztéssel azonban innen csak kevés taxont sikeriilt
kimutatnunk.

2. Célul azt tlztik ki, hogy feltarjuk a makrofiton boritottsdg hatdsat a Fert6 bakterialis
kozosségeire. Harom kiilonb6z6 mintavételi pontunk volt: az osztrak-magyar hataron
taldlhatd nyilt vizi terilet, a Kis-Herlakni belsé té vize és a nadallomanyban futd, Kilsé-
ovcsatorna vize. Munkank soran hagyomdanyos tenyésztést és Ujgenerdcios szekvendldst
(NGS=Next Generation Sequencing) alkalmaztunk. Tenyésztés: mindharom mintavételi
ponton a Proteobacteria phylum képvisel6i alkottdk a tenyészetek t6bbségét, de
megjelentek az Actinobacteria, Firmicutes és Bacteroidetes torzsek tagjai is. A
Verrucomicrobia torzs képviselGit csak a nadas vizébdl mutattuk ki. A Kis-Herlakni belsé té
vizébdl és a nyilt vizb6l a Rheinheimera nemzetség képviselGit mutattuk ki legnagyobb
szdmban, mig a nadas vizébdél a Pseudomonas nemzetséget. A hazai szikes vizekbdl gyakran

kimutatott Hydrogenophaga nemzetség mindharom mintavételi helyen megjelent. A
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heterotrof baktériumok milliliterenkénti mennyisége 103-10* nagysagrendd volt. A
baktériumok mennyisége a tdobb huminanyagot tartalmazé mintavételi pontokon volt
nagyobb, ellentétben a nyilt vizzel, ahol a fitoplankton volt jelent6sebb. Megemlitendd, hogy
nagy szamban, elsGsorban a nadas vizének mintajabdl sikerilt a tudomany szamara nézve Uj
baktériumtaxonokat tenyésztésbe vonnunk: a Proteobacteria, Bacteroidetes és a
Verrucomicrobia torzsek képviselGit, kozilik ezidaig egy kerilt leirdsra, ez a dolgozat
taxondémiai részében taldlhato.

NGS: Ujgeneraciés DNS-szekvenalds segitségével nem csak viz, hanem iiledék mintdkat is
vizsgaltunk. Az lledék- és a vizmintdk baktériumkozosségei jelentds eltéréseket mutattak,
bar minden mintdban jellemz6en magas volt a proteobaktériumok aranya. Szdmos
tenyésztésbe nem vont taxont azonositottunk. A nyilt vizben az Actinobacteria phylumba
sorolhatod édesvizi hgcl klad, a ‘CI500-29 marine group’ és a Synechococcus nemzetség volt
domindns. A bels6 t6 és a nadas vizének baktériumkozossége egymashoz sok szempontbdl
hasonlitott: mas magyarorszagi szikes tavakban is jelen 1év6 Flavobacterium, Fluviicola
(Bacteroidetes) nemzetségeket, a ‘Candidatus Aquiluna’ csoportot (Actinobacteria) és a
Comamonadaceae csalddba (Betaproteobacteria) tartozo, egy eddig tenyésztésbe nem vont
taxont mutattuk ki nagy szamban. Az lledékmintak esetén domindnsak voltak a Chloroflexi
torzs Anaerolineaceae és GIF9 csoportjainak tagjai, illetve a Deltaproteobacteria osztaly
kénvegyiileteket oxidalé Thiobacillus és a tenyészthetd képvisel6ket nem tartalmazé
Sva0485 csoportjai voltak. Osszességében elmondhaté, hogy minden dltalunk vizsgalt
mintavételi hely jelentds prokaridta diverzitdssal rendelkezik, a késé &szi és nydri mintak
egymastdl elkilonilnek, tovabba a makrofiton boritottsagl teriletek planktonikus
baktériumkozosségei eltérnek a nyilt vizétdl.

Mindkét kutatasi témahoz kapcsolédnak taxondmiai leirasok.

6. A TAXONOMIAI KUTATASOK RESZLETES EREDMENYEI

Laboratériumomban, az ELTE Mikrobiolégiai Tanszékén szamos 0j baktériumtaxon leirasat
végeztiik el. 2001 6ta 40 uj baktériumfaj, illetve nemzetség polifazikus vizsgdlataban
vettem részt, a publikaciokban sokszor elsd, utolsé vagy levelezd szerzéként (alahuzassal

jelolom azokat, amelyek részleteiben is a dolgozat részét képezik — kivalasztasuk alapja,
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hogy az elmilt 20 évben, taxondémidban megjelend ujabb és Gjabb mdodszerek/problémak
megjelenjenek):

» Toth és mtsai, 2001: Schineria larvae gen. nov. sp. nov., nevezéktani revizié —

Ignatzschineria larvae (2007)

Kukolya és mtsai, 2002: Thermobifida cellulolytica sp. nov.
Borsodi és mtsai, 2003: Pannonibacter phragmitetus gen nov. sp. nov.
Téth és mtsai, 2008: Wohlfahrtiimonas chitiniclastica gen. nov. sp. nov.

Téth és mtsai, 2008: Nocardioides daphniae sp. nov.

Borsodi és mtsai, 2008: Bacillus aurantiacus sp. nov.

Szoboszlay és mtsai, 2008: Chryseobacterium hungaricum sp. nov.
Tancsics és mtsai, 2010: Siphonobacter aquaeclarae gen. nov. sp. nov.
Téth és mtsai,2011: Nocardioides hungaricus sp. nov.

Makk és mtsai, 2011: Tahibacter aquaticus gen. nov. sp. nov.
Felfoldi és mtsai, 2011: Ottowia pentelensis gen. nov. sp. nov.
Rusznyak és mtsai, 2011: Cellulomonas phragmiteti sp. nov.
Borsodi és mtsai, 2011: Bacillus alkalisediminis sp. nov.

Vajna és mtsai, 2012: Thermus composti sp. nov.

Téth és mtsai, 2012: Aquipuribacter hungaricus gen. nov. sp. nov.

Toth és mtsai, 2014: Phreatobacter oligotrophus gen. nov. sp. nov.
Felfoldi és mtsai, 2014: Hephaestia caeni gen. nov. sp. nov.

Felfoldi és mtsai, 2014: Eoetvoesia caeni gen. nov. sp. nov.

Makk és mtsai, 2015: Arenimonas subflava sp. nov.

Farkas sés mtsai, 2015: Zoogloea oleivorans sp. nov.

Makk és mtsai, 2016: Deinococcus budaensis sp. nov.

Felfoldi és mtsai, 2016: Rufibacter quisquiliarium sp. nov.

Tancsics és mtsai, 2017: Rhodococcus sovatensis sp. nov.

Felfoldi és mtsai, 2017: Caenimicrobium hargitense gen. nov. sp. nov.
Felfoldi és mtsai, 2017: Quisquillibacterium transsilvanicum gen. nov. sp. nov.
Téth és mtsai, 2017: Brevundimonas balnearis sp. nov.

Téth és mtsai, 2017: Gellertiella hungarica gen. nov. sp. nov.

Borsodi és mtsai, 2017: Nesterenkonia pannonica sp. nov.
Borsodi és mtsai, 2017: Nitrincola alkalilacustris sp. nov.

Toth és mtsai, 2017: Micrococcoides hystricis gen. nov. sp. nov.
Borsodi és mtsai, 2017: Bacillus kiskunsagensis sp. nov.

Révész és mtsai, 2018: Sphingobium aquiterrae sp. nov.

Kukolya és mtsai, 2018: Xylanibacillus composti gen. nov. sp. nov.
Mathé és mtsai, 2018: Rhizobium aquaticum sp. nov.

Szurdczki és mtsai, 2019: Arundinibacter roseus gen. nov. sp. hov.

YVVVVYVYVVVYVVVVVVVVVYVYVVVVYVYVVYVYVYVVYVYVYVVYVYVYVYVYYVYVYYVYYVY

Makk és mtsai, 2019: Deinococcus fonticola sp. nov.
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Felfoldi és mtsai, 2019: Sapientia aquatica gen. nov. sp. nov.
Borsodi és mtsai, 2019: Anaerobacillus alkaliphilus sp. nov.

Y V V

Szurdczki és mtsai, 2020: Phragmitibacter flavus gen. nov. sp. hov

» Felfoldi és mtsai, 2020: Siculibacillus lacustris gen. nov. sp. nov.
(az irodalmi hivatkozasok kozott csak azokat tlintetem fel, amelyek kapcsolddnak a dolgozat
anyagahoz)

YR V4

Emellett az alabbi taxondmiai publikaciot tartom kiemelkeddnek:

Toth EM., Borsodi AK. (2014) The Family Nocardioidaceae. In: Rosenberg E., DeLong
E.F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (eds) The Prokaryotes. Springer, Berlin,
Heidelberg

6.1 Schineria larvae gen. nov. sp. nov., nevezéktani reviziéja - Ignatzschineria larvaea
(Toth és mtsai, 2007.)

eredete: Wohlfahrtia magnifica légy 3. stadiumda larvaja

(Az els6, altalam uj taxonként felfedezett baktérium, részletes taxondmiai leirds Toth és
mtsai., 2001, itt csak a filogenetikai pozicidjat mutatom be, ezen baktérium taxondmiai
leirdsa 2001-ben a PhD dolgozatom része volt, itt ezen baktérium kapcsan felmerilt
nevezéktani probémakra hivom fel a figyelmet).

Filogenetikai elemzés eredményei:

A baktériumtorzsek filogenetikai analizise a csoportot egy teljesen kiilonallé ledgazasnak

mutatta a y-proteobaktériumok korében (20. abra).

woof—Xylella fastidiosa ATCC 35879 (AF203391)
8 -Xylella fastidiosa AUCC 35871 (AF203388)
- Stenotrophomonas maltephilia LMG 9587 (X95523)

§00 -Xanthomonas campestris LMG 5687 (X95917)
98 L Tysobacter antibicticus DSM 2077 (ABD19582)
100 Rhodanchacter lindaniclasticus LMG 18385 (AF039167)
0 Frateuria aurantia [FO 32457(AJ010481)
-Schinerin larvae, strain L1/68'
. Cardiobacterium kominis ATCC 158267 (M33014)
Suttonella indolagenes ATCC 258697 (M35013)
o Profeus vulgaris IFAM 1731 (X07652)
T Excherichia coli K-12 (U00096)

Sphingomonas paucimobilis ATCC 29837 (U37337)
Rhodaspirilbum rubrum (X87278)

95
Comamonas testosteroni ATCC 11996' (M11224)
100 Wolinella succinogenes ATCC 28543 (M8&159)
Has

I Il
p=)

Proteobacteria

-Desulfovibrio desulfuricans ATCC 27774' (M34113)

Bacillus subtilis (D26183)

0.10

20. dbra. L1/68" baktériumtérzs filogenetikai helyzetét mutaté, 16S rRNS gének alapjan késziilt neighbour-
joining filogenetikai torzsfa. Csak az 50%-nal magasabb bootstrap értékeket mutatjuk, bar: 100 nt.
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Az 3dltalunk izolalt baktériumok a y-proteobaktériumokon bellil egy Uj nemzetséget
képviseltek, Schineria larvae (shi'ner.i.a. N.L. fem., lar’'vae. L. gen. fem.) nevet javasoltunk

szamukra.

Sajnos 2005-ben kideriilt, hogy tévedtiink a baktériumunk névvdlasztdsakor, az altalunk
adott név ,Schineria” a Bacteriological Code (2/51b(4) pontja szerint illegitim, mert egy ritka
Diptera rovarnak is ez a nemzetség neve: Schineria Rondani, 1857 (Animalia: Arthropoda:
Insecta: Diptera: Brachycera: Cyclorrhapha: Tachinidae) [Index to Organism Names

(Thomson BIOSIS) at http://www.organismnames.com/query.htm]. Ezért egy nevezéktani

revizidval a baktérium nevét meg kellett valtoztatnunk: eredetileg is Ignatz Rudolph Schiner
(1813-1873) szamdra szerettiink volna emléket allitani, aki el6szor irta le az altalunk vizsgalt
légyfajt (Wohlfahrtia magnifica), igyaz Gj név (hosszadalmas ellenérzések utan)

Ignazschineria (1g.natz.schi.ne'ri.a. N.L. fem. n.) larvae lett (Téth és mtsai., 2007).

6.2 Wohlfahrtiimonas chitiniclastica gen. nov. sp. nov. (Toth és mtsai., 2008)

A Wohlfahrtia magnifica (Diptera: Sarcophagidae) parazita légyfaj 3. stadiumu larvaibol
keriiltek el6 az E43 és S5 jelzés( baktériumtorzsek. Ezek a baktériumok a mi kordbban izolalt
Ignatzschineria larvae baktériumunkkal mutattak legnagyobb hasonlésagot (93,8-94,8%
szekvencia egyezés a 16S rRNS génjiikben), minden mas korabban izolalt taxontdl tavolabb
estek. A 93,8%-0s hasonldsag is igen alacsony, ez mar el6re vetitette, hogy ismételten uj
nemzetséget taldltunk.

A tipustorzs szekvencidjanak GenBank/EMBL/DDBJ azonositd szama: AM397063.

Morfoldgiai tulajdonsagok:

A baktérium sejtjei Gram negativ fest6dés(, egyenes, 1,5-2,0 x 0,5-1,0 um méret( palcak.
King B agaron kis méretld, konvex, sima fellletli, fényes kolonidkat képeznek.
Elektronmikroszkdpos képlik nem mutatott az Ignatzschineria larvae esetén jél kordlirt

invaginacidkat (8. kép). Csill6zatot nem talaltunk, mozgasra nem képes baktérium.
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8. kép. W. chitiniclastica S5 térzsének transzmissziés elektronmikroszképpal késziilt képe. Bar: 1 um.
Foto: Kovacs Attila

Fiziologiai és biokémiai karakterizalas eredményei

Szigoruan aerob baktérium. Optimalisan pH 5,0-10,5 k6z6tt, 28-37°C-on mutat névekedést,
kataldz és oxidaz pozitiv.

Negativ Voges—Proskauer reakcidban, eszkulin, uredz kazein, selatin és keményitd
bontasban, triptofanbdl indolt nem képez, cizteinbbl H,S-t nem képez és a TWEEN 80-t sem
degradalja. Erds kitinaz aktivitassal rendelkezik. Biolog tesztben pozitiv reakciét mutatott az
aldbbi szubsztratok hasznositasaban: glikogén, Tween 80, D-fruktéz, D-manndz, D-pszikdz,
mono-metillsukcinat, ecetsav, hangyasav, a-hidroxi-vajsav, propiosav, szukcinilsav, brém-
szukcinilsav, szukcinaminsav, D-alanin, L-alanin, L-alanilglicin, L-aszparagin, L-aszpartat, L-
glutaminsav, L-ornitin, L-fenilalanin, L-treonin, glicerol, a-keto-vajsav, o -keto-glutarsav és
DL-tejsav, negativ volt o-ciclodextrin, dextrin, N-acetil-D-galaktézamin, N-acetil-D-
glikézamin, adonitol, L-arabindz, D-arabitol, cellobidz, i-eritritol, L-fukdz, D-galaktdz,
gentiobiéz, a-D-glikdz, m-inozitol, a-D-laktdz, laktuldéz, maltéz, D-mannitol, B-metil-D-
glikozid, raffindz, L-ramndz, D-szorbitol, sukrdz, trehaldz, turandz, xilitol, cis-akonitsav,
citromsav, D-galaktonsav-lakton, D-galakturonsav, D-gliikonsav, D-glikézaminsav, D-
glukuronsav, B-hidroxi-vajsav, p-hidroxi-fenilecetsav, D-szaccharinsav, glukuronamid,
alaninamid, glicil-L-aszparaginsav, glicil-L-glutaminsav, L-hisztidin, hidroxi-L-prolin, L-
piroglutamat, DL-karnitin, inosit, uridin, timidin, feniletilamin, putreszcin, 2-aminoetanol, DL-
a-glicerol foszfat, glikdz-1-foszfat, glikoz-6-foszfat, malonsav, a—ketovaleridansav és
itakonsav. Az altalunk izoldlt 2 toérzs TWEEN 40, mellibiéz, metilpiruvat, L-leucin, L-prolin, D-
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szerin, L-szerin, a-amino-vajsav és 2,3-butdndiol bontasdban kiilonbséget mutatott. Er6teljes
kitinbontd képességgel rendelkezik.

Elkiilonitését legkozelebbi rokonatdl a 4. tablazat mutatja:

Wohlfahrtiimonas Ignatzschineria

Tulajdonsag chitiniclastica larvae
Oxidacio:

Glikogén ++ -

Cisz-akonitsav - +++

Citromsav - +++

Glicil-L-
aszparaginsav - +++

Glicil-L-glutaminsav - +++

L-hisztidin - +++

L-piroglutaminsav - +++

D-pszikdz +++

Metilpiruvat v

Hangyasav +++

D-fruktdéz +++

v-hidroxi-vajsav - +++

Propionsav +++ -

y-amino-vajsav v +++

Glicerol ++ v
Oxidaz reakcid + v
Foszfataz reakcio v +++
Uredz aktivitas - +++
H.S képzés - +++
Novekedés pH=5 +++ -

4, tablazat. S57, E43 baktériumok fenotipusos elkiilénitése az Ignatzschineria larvae (DSM 13226")
baktériumtdl (Toth és mtsai., 2008).

A tablazatbdl jol 1atszik, hogy szamos fenotipusos tulajdonsagban térnek el Uj izolatumaink

legkdzelebbi rokonuktdl, az Ignatzschineria larvae baktériumtadl.

Kemotaxondmiai jellemzés:

Sejtfala diamino-pimelinsavat tartalmaz. F6 izoprenoid kinonja a Q-8, minor komponensként
megjelenik a Q-7 és Q-9. F6 zsirsavait az Ignatzschineria larvae (DSM 132267) térzssel egyltt

az 5. tablazat tartalmazza:
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Strain Fatty acid composition (%)

Ci2o0 |[Cuso| Ci0 Ci80 Cie1 | Cig1| Ci20 Cuso Cy Cy
|_| 30H 30H Ciso Ciogo

S57 524 2182 7.67 - - 4724 245 - - 7.32

E43 569 2452 711 - - 4461 258 - - 6.77
DSM - 201 231 06 2.8 30.7 28 6.0 8.9 -
132267

5. tablazat S57, E43 és DSM 132267 torzsek zsirsavprofiljanak dsszehasonlitasa (Téth és mtsai, 2008 alapjan).
(A vizsgalathoz a baktériumtorzseket azonos koriilmények k6zott tenyésztettiik, a f6 zsirsavakat bekeretezés
jelzi). Polaris lipidjeik a foszfatidil glicerin (PG), a foszfatidil atanol-amin (PE) és a foszfatidil szerin (PS).

A tipustorzs DNS-ének G+C aranya: 44,3mol%.

MALDI-TOF MS spetrumuk az djonnan izolalt baktériumoknak hasonlé volt és egyértelm

elkilénilést mutatott az I. larvae DSM 132267 térzstdl (21. 4bra).

Score Onented Dendrogram

Ignatzschineria larvae DSM 132267

55T

| I I

E43

1000 o000 B0 70 S0 3 400 300 20 100 o

Distance Level

21. abra. BioTyper software (1.1. verzid, Bruker) segitségével, S57, E43 és Ignatzschineria larvae DSM 132267
baktériumok MALDI-TOF MS spektruma alapjan késziilt dendrogram

Filogenetikai elemzés eredményei:

Az E43 és S57 baktériumtorzsek filogenetikai helyzetét a 22. abra mutatja, vy-

proteobaktériumokhoz torténd tartozasuk egyértelm.
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Eschericia coli K-12 (U00096)

Proteus vulgaris IFAM 1737 (X07652)
Shewanella surugaensis DSM 17177 (AB094597)
Pseudomonas pachastrellae KMM 330" (AB125367)
Cardiobacterium hominis ATCC 15826" (M35014)

Suttonella indologenes ATCC 258697 (M35015)
Ignatzschineria larvae DSM 13226" (AT252143)
Ignatzschineria larvae 1L.2/11 (AJ252146)
S5T(AM397063)

85 E43 (AJ517825)
Xanthomonas campestris LMG 568" (X95917)
Stenotrophomonas maltophilia LMG 958" (X95923)

Xylella fastidiosa ATCC 35871 (AF203388)
Lysobacter antibioticus DSM 2077 (AB019582)
Rhodanobacter lindanoclasticus LMG 18358" (AF039167)
Frateuria aurantia TFO 3245 (AJ010481)

99
90 Comamonas testosteroni ATCC 1 1996TT (M11224)
Wolinella succinogenes ATCC 29543 (M88159)

Sphingomonas paucimebilis ATCC 29837" (U37337)
51] Rhodospirillum rubrum DSM 107" (X87278)
Desulfovibrio desulfiricans ATCC 277747 (M34113)

Bacillus subtilis DSM 10" (AJ276351)

0.10

22. 4bra. Az E43 és S57 baktériumtorzsek filogenetikai helyzetét mutatd, 16S rRNS gének alapjan késziilt
neighbour-joining filogenetikai torzsfa. Csak az 50%-nal magasabb bootstrap értékeket mutatjuk, bar: 100 nt.

A két baktériumtorzs 16S rRNS génjikben egymashoz 98,4%-0s hasonlésagot mutatott,
legk6zelebbi rokonuk az altalunk kordbban leirt Ignatzschineria larvae (DSM 132267): az S57
93.8 %, mig az E43 94,4%-0s hasonldsaggal. Tovabbi rokonaik és hasonldsagi értékeki (16S
rRNS génben): Suttonella indologenes ATCC25869", 84.9 %; Cardiobacterium hominis ATCC
158267, 85.3 %; Pseudomonas pachastrellae KMM 3307, 87.4 %; Shewanella surugaensis
DSM 171777, 87.5 %; Proteus vulgaris IFAM 1737, 85.6 %; Escherichia coli K-12, 85.9 %;
Xanthomonas campestris LMG 5687, 87.7 %; Stenotrophomonas maltophilia LMG 9587, 87.3
%; Xylella fastidiosa ATCC 35871, 87.9 %; Lysobacter antibioticus DSM20777, 86.2 %;
Rhodanobacter lindanoclasticus LMG 183857, 87.7 %; Frateuria aurantia IFO32457, 86.4 %).
Elkészitettlik a 3 baktérium RiboPrint profiljat is (23. abra).

VCA
Kb
- o - .. 5888888388
R A A P <A R D R A R A g
— Bii 1 ss"
- i1l Il E43
I DSM 132267 Ignatzschchinetia iarvae

Pearson correlation (Opt:1.20%) [0.0%-100.0%]

23. abra. S57, E43 és DSM 13226 torzsek RiboPrint elemzés soran késziilt dendrogramja (UPGMA, Pearson
korrelacids koefficiens).
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Az 6sszegz6 elemzés azt mutatta, hogy két baktériumtdrzs (S57 és E43) RiboPrint elemzésik
szerint hasonldsaga magas (82,5%), mig az Ignatzschineria larvae tipustorzsétdl jelentsen
elktlonilnek (54%).

A végs6 viélaszt arra a kérdésre, hogy a két baktériumtdrzs (S57 és E43) azonos fajhoz
tartoznak-e vagy sem, DNS-DNS hibridizacidjuk adta 78,5 (ismétlésben 86,9)%-os értékkel,
ami meghaladja a 70%-0s hatarértéket, ezért a két Gjonnan izolalt baktériumtorzset azonos
fajhoz tartozénak fogadtuk el.

Eredményeink alapjan ezt a baktériumot Uj nemzetséghez soroltuk, Wohlfahrtiimonas
(Wohl’fahr.ti.i.mo’nas. N.L. n. Gr. fem. n.) chitiniclastica (chi.ti.ni.clas’ti.ca. N.L. neut.) gen.
nov., sp. nov. néven 2008-ban leirtuk. Tipustdrzsnek a S5-t jelzés(it valasztottuk, 2 fliggetlen

torzsgyljteményben deponaltuk (DSM 18708=CCM7401)

Fontos megjegyzés:

Baktériumunkat egy parazita légyfajbdl izoldltuk, konnyen tenyészthets, jél novekedd
baktérium. Fenntartdsdhoz KingB taptalajt haszndltunk, véres agaron nem mutatott
hemolizist, ezért munkank sordn nem igényelt kilonleges koriilményeket, Risk 1 fokozatu
baktériumként depondltuk a torzsgyljteményekben.

Azonban az id6 el6reheladtaval a W. chitiniclastica baktériumot egyre gyakrabban irtak
le human koérokozéként, idénként fatalis kimenetelli szepsziseket okozva (Rebaudet és
mtsai., 2009; Almuzara és mtsai., 2011; Conelli és mtsai., 2019). Es bar az esetek
tobbségében légylarva fert6zottség is kisérte az eseteket, mindenképp érdemes

megjegyezni, hogy a baktériummal a tovabbiakban Risk 2-ként sziikséges dolgozni.

6.3 Nocardioides hungaricus sp. nov. (Téth és mtsai., 2011)

eredete: budapesti ivoviz halozat

A baktériumtorzsek szekvencidjadnak GenBank/EMBL/DDBJ azonositdé szamai: 1RaM5-12":
AM981198; 1RaM5-3: AM981197; és 1RaM5-15: AM981199.

3 Gram pozitiv baktériumot izoldltunk Budapest ivoviz halézatdbdl 2007-ben R2A (Reasoner
& Geldreich, 1985) tdaptalajrél a vizrendszer vizsgalata soran (1RaM5-12T, 1RaM5-3 és

1RaM5-15.)
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Morfolodgiai jellemzés:
A baktériumtérzsek Gram pozitiv, szabalyos palca alaku baktériumok 0.4-0.6x0.9-1.7 um
mérettel. Endospdrat nem képeznek, nem mozognak. R2A taptalajon fehér, fényes, kerek,

konvex kolénidkat képeznek.

Fizioldgiai és biokémiai karakterizalas eredményei:

20-37 °C kozott novekednek, 20-28°C optimummal, ndvekedésiik optimalis pH tartomdanya 6-
7 kozott van, habar 5-9 kozott is képesek szaporodasra. 0-2,5% NaCl koncentraciot
toleralnak.

Gliikézt sem oxidativ, sem fermentativ Uton nem bontjak, uredz és foszfataz aktivitasuk,
Voges-Proskauer és metilvoros reakcidjuk, triptofanbdl torténé indolképzésiik, H,S
produkciéjuk ciszteinb6l negativ. Nitratot nem redukaljdk nitritté. APl CH50 tesztben az
eszkulin hidrolizist kivéve minden szubsztratra negativ reakciét mutattak. Alkalikus
foszfatazt, észterdzt (C4), észterdz lipazt (C8), leucin arilamiddzt, valin arilamidazt, savas
foszfatazt, naftol-AS-Bl-foszfohidrolazt, [-galaktozidazt, o-glikozidazt és [3-glikozidazt
termelnek.

Rokonaiktdl valé fenotipusos elkilonitésiik eredményeit a 6. tablazat tartalmazza.
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Tulajdonsag 1 2 3 4
1RaM5-12T 1RaM5-15 1RaM5-3
sejt alakja palca palca palca palca, palca, palca
kokkusz kokkusz

sejt mérete (m) 0.4- 0.5- 0.5- 0.5- 0.8-1.0x1.7-  0.4-0.8x1.5-

0.6x0.8- 0.6x0.9- 0.6x1.0- 0.6x1.2 2.0 10.0
1.7 1.6 1.7 -1.6

palca-kokkusz - - - + + -

sejtciklus

mozgas - - - + + -

koldnia szine fehér fehé fehér krém krém fehér

r

oxidaz reakcio - - - - + +

Hoémérsékleti 20-28 20- 20-28 35 30 25

optimum (°C) 28

pH optimum 6-7 6-7 6-7 8 6-7 6-7

NaCl% optimum 0-2.5 0- 0-2.5 ND ND 0-0.5

2.5

Nitrat redukcio + + + + + -

nitritté

Hugh és Leifson - - - - ND ND

teszt

H2S produkcio - - - ND ND -

Hidrolizis:

eszkulin + + + + + ND

kazein - - - + ND

zselatin + - + ND ND

Tween 80 + + + - + w

keményitd - - - + - +

Enzim

aktivitasok

alkalikus + + + + - +

foszfataz

észteraz (C4) + + + - - +

lipaz (C14) w + + - - -

[-galaktozidaz + w + - - -

valin arilamidéz w - - w - -

cisztein - - - + + -

arilamidaz

trypsin - - - + + -

a-Gliikkozidaz + + + + + -

B- Gliikozidaz + + + - w -

Izolalas helye Ivoviz rendszer Olajpala- Talajviz Talaj

oszlop

6. tablazat. A 1RaM5-12", 1IRaM5-3, 1RaM5-15 és rokonaik fenotipusos kiilonbségei. Térzsek: 1, 1RaM5-12T7,
1RaM5-3 aés 1RaM5-15; 2, Nocardioides pyridinolyticus OS4™; 3, N. aquiterrae GW-97; 4, N. hankookensis DS-
3017. Adatok Yoon és mtsai. (2008) és sajat vizsgalatok. +, pozitiv; -, negativ; ND, nem meghatarozott; w,
gyengén pozitiv

Kemotaxondmiai jellemzés:
A kemotaxondmiai elemzés szerint a torzsek (a tdbbi Nocardioides fajhoz hasonléan) LL-DAP-
t tartalmaztak, f6 izoprenoid kinonjuk a MK8(Ha) és az egyetlen kimutathatd polaris lipidjiik a

difoszfatidil-glicerin volt.
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Zsirsavaikat az 7. tablazat tartalmazza.

zsirsavak 1RaMb5- 1RaM5-15 1RaM5-3
127

egyenes

szénlancua

zsirsavak

Ci6:0 1.21 3.14 1.08
Ci70 0.95 0.75 0.86
Ciso 0.89 0.73 0.94
elagazo
411 472 4.47
anteiso Cis:o 0.94 0.93 0.83
150 C16:0 62.04 47.03 51.33
iso Ci6:1 H* 0.45 1.02 0.90
is0 C17:0 2.11 1.89 2.41
anteiso Ci7.0 7.58 7.12 8.6
anteiso C17:109c¢ 0.19 0.45 0.43
150 Cig:0 1.29 0.93 1.34
telitetlen

zsirsavak

Cie1m7C 1.13 6.35 1.67
Ci17:108¢C 1.46 3.92 4.18
C18:109C 3.46 7.59 7.78
Cig1m7cC - 2.01 0.35
10-metil

zsirsavak

10-Me Cis:0 3.48 - 3.59
10 Me C17:0 3.82 3.75 5.13
10 Me Cis0 3.83 2.69 3.77
(TBSA)

*A kettGs kotés pozicidja nem meghatarozott

7. tablazat. A 1RaM5-127, 1RaM5-3 és 1RaM5-15 baktériumtérzsek zsirsav dsszetétele, a tenyésztés TSA
(Difco) tortént 28 °C-on 2 napig. A f6 bekeretezéssel jeloltiik.

A torzsek és legkdzelebbi rokonaik MALDI-TOF tomegspektruma alapjan késziilt dendrogram

a 24. abran lathata.
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24. abra. Baktériumtorzsek MALDI-TOF tomegspektrumabdl BioTyper software (version 1.1, Bruker
Daltonics) altal késziilt dendrogram. Baktériumok: 1RaM5-12", 1IRaM5-3 and 1RaM5-15 (sajat izolatumok),
Nocardioides pyridinolyticus (DSM 155307), N. aquiterrae (DSM 17295") and N. hankookensis (DSM 21479").

A MALDI-TOF elemzés baktériumtorzseinket kozeli rokonoknak mutatta, és elkilonitette
legkozelebbi rokonaiktol.

A tipustorzs G+C mol%-a: 71.4 mol%.

Filogenetikai elemzés eredményei:

A baktériumtorzsek és rokonaik filogenetikai dendrogramja a 25. dbran [athaté.

A Kimura 2-paraméteres maddszerrel késziilt neighbour-joining filogenetikai fa szerint a
1RaM5-12"T, 1RaM5-3 és 1RaM5-15 egy elkilonilé csoportot képeznek a Nocardioides
nemzetségen beliil.

(Megjegyzés: A minimum evolution és maximum-parsimony
algoritmusokkal késziilt filogenetikai fak is hasonlé eredményt mutattak, az adatokat nem
kozoljik itt).

Tipustérzsiink (1RaM5-127) legkézelebbi rokonai N. pyridinolyticus, N. aquiterrae, N.
sediminis és a N. hankookensis voltak: 1RaM5-127 és N.
pyridinolyticus OS4T (96,06%), N. aquiterrae GW-9" (95,72%), N. sediminis MSL-
017 (95,43%) and N. hankookensis DS-30" (95,37%) hasonldsagokkal 16S rRNS génjeik
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alapjan. Minden mdés Nocardioides faj a 16S rRNS génben 95,2% alatti hasonldsagot

mutatott.

Nocardioides nitrophenolicus NSP41" (AFO05024)
Nocardioides kongjuensis A2-4" (DQ218275)
Nocardioides aromaticivorans H-1" (AB087721)
Nocardioides simplex KCTC 91067 (AF005009)
Nocardioides panacisoli Gsoil 3487 (FJ666101)
Nocardioides fonticola NAA-13" (EF626689)
Nocardioides plantarum NCIMB 128347 (AF005008)
Nocardioides ganghwensis JC20557 (AY423718)
Mocardioides oleivorans DSM 160807 (AJ638724)
Nocardioides exalbidus RC825" (AB273624)
Nocardioides hwasunensis HFW-217 (AM295268)
Nocardioides furvisabuli SBS-26" (DQ411547%)
_E Nocardioides terrigena DS-17" (EF363712)
| % Nocardioides sediminis MSL-017 (EF486110)
Nocardioides hungaricus RaM5-12" (AM981198)
Nocardioides hungaricus RaM5-3 {AM981197)
Nocardioides hungaricus RaM5-15 (AM381199)
Nacardioides hankookensis DS-30" (EF555584)
Nocardioides pyridinolyticus OS4' (U61298)
Nocardioides aquiterrae GW-97 (AF529063)
Nocardioides caricicola YC8903' (F175085)
Nocardicides mesophilus MSL-227 (EF466117)
98 Nocardioides daedukensis MDN22' (FI842646)
Terrabacter tumescens KCTC 91337 (AF005023)

om

54

25. abra. 16S rRNA génszekvenciak alapjan késziilt neighbour joining filogenetikai fa, amely az 1RaM5-127,
1RaM5-3 és 1RaM5-15 torzsek filogenetikai pozicidjat mutatja rokonaik kdrében. A filogenetikai fan csak a
>50%-nal magasabb bootstrap értékeket tiintettiik fel, néduszok jel6lik azon lagazasokat, amelyek a
“minimum evolution” és “parsimony” algoritmusokkal is ugyanilyen ledgazasokat mjeleztek. Bar, 1
bazisparnyi szubsztituciot jeliil 100 bazisparonként.

Mind a fenotipusos eredmények, mind a filogenetikai elemzés azt mutatta, hogy az altalunk
izolalt harom baktérium egymassal nagyfoku hasonlésagot mutatnak, ezért feltételezhetéen
azonos fajhoz tartoznak - 16S rRNS génjik hasonldosdga: 1RaM5-12"7 a 1RaM5-15 térzshz
99.2%, 1RaM5-12" a 1RaM5-3 torzshdz 99.6% és a 1RaM5-15 torzs az 1RaM5-3 torzshoz

99.7%. Azonos taxonhoz vald tartozasukat az elvégzett RiboPrint elemzés is alatamasztotta

(26. abra).
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26. abra. 1RaM5-12", 1RaM5-3, 1RaM5-15, Nocardioides pyridinolyticus (DSM 15530"), N. aquiterrae (DSM
17295") és N. hankookensis (DSM 21479") egyiittesen abrazolt Pvull RiboPrint profilja. Az elemzéskor
Pearson koefficiensen alapulé UPGMA analizist valasztottunk.

Fiziolégiai és biokémiai karakterisztikumaik eltérései, fehérjéik MALI-TOF spektruma,
RiboPrint profiljuk, és 16S rRNS génjiik nagyfoku kiilonb6z&ségei, valamint a filogenetikai
elemzések aldtamasztottak, hogy torzseink egy uj fajt képviselnek a Nocardioides
nemzetségen belll. Fajnévnek a Nocardioides hungaricus sp. nov. nevet javasoltuk,
(hun.ga’ri.cus, M.L. masc. adj. hungaricus, utalva a torzsek magyarorszagi eredetére.

Tipustorzsnek a 1IRaM5-127 baktériumot valasztottuk (DSM 21673"=NCAIM 02330").

6.4 Aquipuribacter hungaricus gen. nov. sp. nov. (Téth és mtsai., 2012).

eredete: ultratiszta viz (magyarorszagi er6mu ultrtiszta vizet elGallité rendszere)

Szekvenciajanak GenBank/EMBL/DDBJ azonosité szama: FM179321

Egy igen érdekes baktériumtorzset (IV-75') izoldltunk R2A agaron az altalunk vizsgalt
magyarorszagi erém( vizellatd rendszerébdl. Eleinte azt gondoltuk, nem lehetséges a
baktériumot tiszta tenyészetben elGallitani, mert a mikroszképos felvételeken tobbszor,
tobbféle morfoldgiai tipust is megfigyelhettlink. Végiil sikeriilt megfejteni a rejtélyt: a
baktérium specidlis morfoldgiai sejtciklussal rendelkezik és minden mas szempontbdl is
kiilonb6zik minden eddig leirt taxontél. 16S rRNS génje alapjan egkozelebbi rokona az
Arsenicicoccus bolidensis CCUG 47306" (94.3%) volt. Ez alapjan az érték alapjan feltételeztik,

hogy baktériumunk Uj nemzetség tagja lesz.
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Morfoldgiai jellemzés:

A IV-757 baktériumtérzs Gram pozitiv festédési, jellegzetes sejtciklussal jellemezhetd (9.
kép): kb. 44 6rdig a baktériumtorzs sejtjei féleg osztddd gomb (kokkusz) format mutatnak
(a), ezutan (76-84 éra) megnyulnak, szabdlyos pdlca format vesznek fel (b). Kb. 90 éra mulva
a palcak (amelyeken eddigre idénként elagazasok is megfigyelhetéek - c¢) Ujra

legdmbolyddnek (d).

9. kép. A IV-757 baktériumtorzs morfoldgiai sejtciklusa (foté: Téth és mtsai, 2012), Foté: Makk Judit

Fizioldgiai és biokémiai karakterizalas eredményei:

A IV-75T7 baktériumtérzs szdmos tulajdonsdgdban kiilonbodzott legkdzelebbi rokonaitdl (8.
tablazat), mindamellett, hogy rokonaihoz hasonléan oxiddz reakcidja, uredz aktivitasa,
zselatin és kazein bontdsa negativ volt, nem rendelkezett foszfataz, lipdz, B-glikuroniddz, a-
mannozidaz és a-fukozidaz aktivitassal, nem képezett H,S-t ciszteinbdl és indolt triptofanbdl,

negativnak bizonyult a Voges-Proskauer reakkcidja is.
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Taxonok: 1, IV-75T baktériumtorzs; 2, Arsenicicoccus bolidensis DSM 15745"; 3, Arsenicicoccus bolidensis DSM
30750 4, Arsenicicoccus piscis DSM 227607; +, Pozitiv; -, negativ; (a tesztek mind sajat eredmények).

Kemotaxonomiai jellemzés eredményei:
Kemotaxondmiai analizis mar ravildgitott, hogy a IV-75" baktériumtorzs még a tagabb
csoporton belili jelent&sebb elkilonilést mutat: f6 menakinonja a MK-10(H4) volt, ami nem

jellemzé legkodzelebbi nemzetségekre - Arsenicicoccus, Ornithinimicrobium és Serinicoccus

Tulajdonsag

1

2

NaCl tolerancia
névekedés pH intervalluma
nitrat redukcidja nitritig
Hidrolizis:

keményité

Tween 80

Savképzés:

L-arabinéz

D-xiléz

D-fruktéz

D-galaktéz

D-gliikdz

D-mannitol

arbutin
N-acetil-glikdzamin
szalicin

D-cellobioz

D-maltoz

D-laktoz

D-melibioz

D-szacharoz

D-trehaloz

D-raffindz

gentiobidz

glikogén
K-5-ketogliikonat
Enzimaktivitas (APl ZYM)
alkalikus foszfataz
észteraz (C4)

észteraz lipaz (C8)

leucin arilamidaz

valin arilamidaz

cisztein arilamidaz
tripszin
Naftho-AS-Bl-foszfohidrolaz
a-galaktozidaz
B-gliikozidaz
N-acetil-B-gliikdzaminidaz

0-2.5
6-9

+
+

0-5
5-9

<+

+ + F 4+ + A+ o+ F o+ o+ o+ o+ F

+ + + +

+ + +

+ + + + + +

+ + + + + + + 4+ o+

8. tablazat. A IV-75" baktériumtérzs fenotipusos kiilonbozéségei legk6zelebbi rokonaitél.
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nemzetségek mindegyike MK-8(Ha)-t termel légzési elektrontranszport lancaban. Sejtfalaban
meso-Dpm-t talaltunk karakterisztikus diaminosvaként, ami szintén elhatdrolta a kozeli
nemzetségektsl (ezt a molekuldt minddssze a Serinicoccus nemzetség 2 fajdban taldltak -
Traiwan et al., 2010), minden mas Serinicoccus faj ornitint tartalmaz, mig a legkozelebbi
nemzetségre, az Arsenicicoccus nemzetségre az LL-Dpm jellemz8, az Ornithinimicrobium
nemzetség képviselSi pedig ornitint tartalmaznak sejtfalukban.

Megallapitottik tehdt, hogy baktériumtorzsiink peptidoglikan Aly tipusu sejtfallal
rendelkezett, ami nem igazdan jellemzd a rokon nemzetségekre.

A IV-75T baktériumtérzs zsirsavprofiljat (legkézelebbi rokonaiéval egyitt a 9. tablazat
mutatja. Citoplazma membrdanjanak f6 zsirsava az anteiso-Ciso, a,mi rokonaitdl szintén

elkiloniti.

Zsirsavak 1 2 3 4
Telitett zsirsavak

Ciz0 0.1

Ciao 1.3 2.3 1.6

Cis0 0.7 2.2 1.3 0.8
Cis0 9.2 111 5.3 1.6
Ci70 39 46 22 4.2
Cis0 73 42 13 1.9
Ci90 0.1

C16:0 N alkohol 1.2

Telitetlen zsirsavak

Cis:1 wW6C 0.4 0.5

C15;1 w5c

Cie1 W7cC 1.4 129 141 1.5
C17;1 w8c 0.8 4.2 5.7 4.3
C13;1 w5c

175 112 12.8 1.4
183 wW6C (6, 9, 12) 7.8

C16;1 w7c alkohol

Sum In Feature 6 (Cis:1 w11c/ Ci0:1 w9cC) 0.2 0.3
Telitett, eldgazé lancu zsirsavak

is0-Ci3.0 0.3 2.9 0.9 1.1
i50-Cia:0 2.2 13.7 10.1 55
i50-Cis:0 53 148 216 37.4
i50-Ci6:0 3.8 41 87 118
i50-C17:0 30 06 13 25
anteiso-Ci3.0 1.2 0.3

298 73 63 102
anteiso-Ci7.0 4.6 1.2 2.1 5.9
10Mel7:0 0.4 1.0
TBSA 10Me18:0 0.2
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Telitetlen, elagazo lancu zsirsavak

is0-Cis.1w9c¢ 0.1 14
i50-Ci6:1 0.6 2.2
is0-Ci7.1w9c¢ 0.2 1.3 2.5
anteiso-Ci7.1w9c¢ 08 2.8

9. tablazat. A IV-75" baktériumtérzs és az Arsenicicoccus nemzetség tagjainak zsirsavprofiljanak
dsszehasonlitasa. Taxonok: 1, IV-75" baktériumtérzs; 2, Arsenicicoccus bolidensis DSM 15745T; 3,
Arsenicicoccus bolidensis DSM 30750 4, Arsenicicoccus piscis DSM 227607. A térzseket R2A taptalajon 28 °C-
on, 72 6raig novesztttiik, vizsgalatukat parhuzamosan végeztiik. Sajat uj baktériumunk f6 zsirsavait piros
négyszog jeoli.

IV-75T baktériumtoérzs foszfatidil glicerolt, két nem azonositott foszfolipidet, egy glikolipidet

tartalmazott polaris lipidként.

Teljes genomjanak G+C aranya: 75 mol%.

Mar ezidaig is érdekes Ujdonsagokat tudtunk meg baktériumtorzsiink kapcsan, ugy tlint,
nehéz besorolni barmely taxondmiai egységbe, minden jelenleg létez6 nemzetségtél jol

elkllonithetd volt, ezt mutatja a 10. tdblazat is.

Taxon Sejt Peptidoglika  G+C F6 Polaris Peptidoglikan
morfoldgia  ndiaminosav (mol%) menakinon lipid tipus$§

Iv-757 palca- meso-Dpm 75 MK-10(Hs) PG, Algamma
kokkusz DPG, (A31)
sejtciklus Pls, Gls

Arsenicicoccus*  kokkusz LL-Dpm 71-72 MK-8(H4) ND A3gamma

(A41.1)

Ornithini- szabalytala  L-Orn, [L-Lys] 69-71 MK-8(H4) Pl, PG, ND

microbium¥t n palcdk és DPG,
kokkuszok PLs, GLs

Serinicoccust kokkoid L-Orn, [meso- 72-73.5 MK-8(H,) Pl, PG, ND [Algamma
formak Dpm] DPG, GL, (A31)]

[PC]

10. tablazat. A IV-75" baktériumtérzs és a rokon nemzetségek elkiilénitése. Roviditések: Dpm, 2,6-
diaminopimelinsav; Lys, lizin; Orn, ornitin; példa izoprenoid kinonra: MK-8(Ha), részlegesen telitett lancu
menakinon, amelyben a 8 izoprén egységhbdl 2 telitett; DPG, difoszfatidil-glicerol; PG, foszfatidil-glicerol; PI,
foszfatidil-inozitol; PL(s), azonositatlan foszfolipid(ek); GL(s), azonositatlan glikolipid(ek); ND, nincs elérhetd
adat. A szogletes zardjelben lévé adatokat csupan néhany faj esetén publikaltak.

*Adatok Collins és mtsai. (2004) és Hamada és mtsai. (2009).

1 Adatok Groth és mtsai. (2001), Mayilraj és mtsai. (2006) and Liu és mtsai. (2008)
¥ Adatok Yi és mtsai. (2004), Traiwan és mtsai. (2011) and Xiao és mtsai. (2011)

§Schleifer & Kandler (1972) és (http://www.dsmz.de/microorganisms/main.php?content_id=35) nyoman.
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Filogenetikai jellemzés eredményei:

16S rRNS génje alapjan a IV-75" baktériumtérzs legkozelebbi rokonai: Arsenicicoccus
bolidensis CCUG 473067, 94.3%; Arsenicicoccus piscis Kis4-197, 93.6%; Ornithinimicrobium
kibberense K22-20", 94.0%; Ornithinimicrobium humiphilum DSM 123627, 93.2%;
Ornithinimicrobium pekingense LWG6', 92.7%; Serinicoccus profundi 0714S6-17, 92.1%;
Serinicoccus marinus JC1078", 91.9%; és Serinicoccus chungangensis CAU 9536", 91.9%. Ez
alapjan lathato, hogy torzslink kilonb6z6 nemzetségekhez mutat alacsony, de kozeli
hasonldsagot, amit filogenetikai pozicidja is tukrdzott (27. abra). A 41. dbran a IV-757

baktériumtorzs filogenetikai pozicidja latszik a Micrococcineae alrend tagjai kozott.

Arthrobacter globiformis DSM 20124 (M23411)
Aquipuribacter hungaricus |V-75" (FM179321)
Serinicoccus marinus JC1078" (AY382898)

100 Serinicoccus chungangensis CAU 95367 (HM068886)
98 C&?Hﬂ icoccus profundi 0714S8-17 (EUB03762)
Ornithinimicrobium kibberense K22-20' (AY636111)

100 Ornithinimicrobium humiphifum DSM 123627 (A)277650)
_D Ornithinimicrobium pekingense LW6' (DQ512860)

Arsenicicoccus piscis Kisd-19" (AB521998)

1o Arsenicicoccus bolidensis CCUG 47306 (AJ558133)
'_moﬂrsen;cxcoccus bolidensis FR2_MS13c (EUS88580)
Marihabitans asiaticum HGB67" (AB286025)
Kribbia dieselivorans N113™ (DQ372707)
Ornithinicoccus hortensis HKI 01257 (Y17869)
Oryzihumus leptacrescens KV-628" (AB193172)

Janmibacter limosus DSM 111407 (Y0B539)
—'_!1 Knoellia sinensis HKI 0119" (AJ294412)
Tetrasphaera japonica ACM 61167 (AF125092)

Phycicoccus jejuensis KSW2-157 (DQ345443)
Humibaciflus xanthopallidus KV-663' (AB282888)
_I_?i.? Intrasporangium calvum DSM 430437 (AJ666282)
o9 Humihabitans oryzae KV-657' (AB282887)
Terrabacter tumescens DSM 20308" (X83812)
Terracoccus luteus DSM 442677 (Y11928)
Fodinibacter luteus YIM C003' (EU878005)

Ornithinibacter aureus HBO9001' (FJ796074)
Lapillicoccus jejuensis R-Ac013T (AM398397)

0.01

27. abra. A IV-75" baktériumtorzs és rokonaik 16S rRNS génszekvenciai alapjan Neighbour-joining médszerrel
késziilt filogenetikai fa. Kiilsé csoportnak az Arthrobacter globiformis DSM 20124" hasznéltuk. Bar, 0,01
szubsztituciot jelol nukleotid pozicionként. A fan csak a 40 %-nal magasabb bootstrap értékeket jeloltiik.

Ugyanakkor a Micrococcinae alrend tipusfajainak tipustorzsei felhasznalasaval, 16S rRNS

gének alapjan készult filogenetikai fa azt mutatta, hogy a IV-757 baktériumtdrzs kéztes

poziciét foglal el az Intrasporangiaceae, Dermacoccaceae és a Dermatophilaceae csalad
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képvisel6i kozott.

Az Arsenicicoccus bolidensis és

Ornithinimicrobium humiphilum

alcsoporthoz tartozdsat is csupan 51%-os bootstrap érték jelolte (28. abra) (a kiilonb6z6

faszerkesztési mdodokkal késziilt filogenetikai elemzések hasonld csoportolsulast mutattak, a

részletes adatokat itt nem tiintettem fel).

Bacillus subti lis subsp. subtilis DSM 10" (a1276351)

91 93

100

Cryobacterium
Rathaylbacter rathayi DS
E Frondicola australicus ELIHC- 02" (DQ5258 )
Frigoribac erium faeni 801" (¥18807)

Curtobacterium citreum D SM 20528" )

‘T_‘: Agromyces ramosus DSM 43045 (x7747)
L Humibacter albus SC-083" (AM49154 1)

I Gulosib acter molinativorax ON 4" (AJ306835)

Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 (X77440)
Actin otalea fermentans DSM 3133 ( (X83805)
Cellulomonas flavigena DSM 20109" (x83799)
Oerskovia turbata DSM 20577 (x83806)
Cellulosimicrobium cellulans DSM 438797 (x8s09)
Luteimicrobium subarcticum R19-04" (AB 8% 04)
Rarobacter faeci tabidus DSM 4813" (Y17870)
Promi cromonogpora citrea DSM 43110" (X833 8)
Myceligenerans xiligouense XLG9A10. 27 (AY354285

Isoptericola variabilis MX5" (A1298873)

Xy lanibacterium ulmi X IL08" (szmas)
Xylanimicrobium pachnodae VPCX2' (AFID5422)
Xylanimonas cellulosil ytica LM G 20990 (AF403541)
Bogoriella cailytica HKI 0088 (Y09911)
Georgeniamuralis 1A- C' (x94155)

Beutenbe rgia cavernae D SM 12333 (Y1837)
Salanamultivorans Se-3111" (ax00&7)
Ruania abidiflavia 3-6" 0Q343153)

Jonesia denitrificans DSM 20603" (xs3811)
Devrie seaagamarum IMP2" €U 0% 65)
9 =5 Dermabacter hominis DSM 7083" (X91034)

Brachybacteri um faecium DSM 4810" (x9102)

Marihabitans asiaticum HG 667 (aB28025
Kribbia dieselivorans N 113" 0@372707)
Dermatophilus congolensis DSM 44180" (AJ243918)
Kineosphaeralimosa Lpha5" (AF109792)

Ornithinicoccus hortensis HKI 0125" (Y17869
Oryzhumus leptocrescens KV-628" (ABlQ317Z)
Tetrasphaeraja omcaACM 5116" (AF12502)
Lapillicoccus jejuensis
Intrasporangium calvum DSM 43043" (a1565282)
Humi habitans oryzae KV- 657" (AB282887)
Terracoccus luteus DSM 44267" (Y11928)
Terrabacter umescensD SM 20308 (x83812)
Humibacil lus xanthopallidus KV- 663" . (AB282888)

Phycicoccus jejuensis K SW2-15" (DQ #5443)
Janibacter limosus DSM 11140 (Y08539)
Knoellia sinensisH Kl 0119 (A1204412)
Ornithinimicrobium humiphilum DSM 12362T (AJ2Z77650)
Arsenicicoccus bolldensn; CCUG 47306 (aJ558133)
1V-75" EM179321)
Kytococcus sede ntarius DSM 20547" (x8 7755)
U Dermacoccus nishinomiyaensis DSM 204487 (x871757)

Serinicoccus marin us JC 1078" (AY32®8)

Demetria terragena HKI 0089 (v 4152

Troph eryma whipplei TW|st Marseille” (ar251035
_|1Sangulbacter keddieii ST-74" (x7940)
Dem equma aestuarii JC2054" ©Q010160)

Demequina aestuari i JC2054" (D Q10160)

Mycetcola saprophilus CM-01" (ABo 264
0 Yonghaparkia akaliphila KSL 113" (DQ = 6087)
Microcella putealis cv2' (AI717388)
100 Rhodogl obus vestalii LV 3" (A1459101)

Salinibacterium amurskyense KMM 3673" (AFs969%7)
Agreia bicolorata VKM Ac- 1804 (AF159% 3)

Subtercol a boreus K300" (AF2472)
Okibacterium fritill ariae VKM Ac- 2059" (AB0Z 094
Plantibacter flavus P 297/02" (A1310417)

Microterricola viridarii KV-677" (AB282852)
Phycicola gilvus SSWW-21" (am 3 6414)
Leifoniaaquatica DSM 20146 ( (x7450
Labedella gwakjiensis KSW 2- 17" (DQs33552)

Microbacterium lacticum DSM 204277 (x7m41)
Agrococcus jenensis DSM 95807 (am410679)
_|1Ch\wbacter michiganensis subsp. mlchlganen5|s D SM 46364 (x77435)
ychrophilum DSM 4854" (A1544063
7485 (X77439

(X774,

-Ac013" (AM398397)

Brevibacterium Imens DSM 20425" (x77451)

Zhinengl iuel la halotolerans YIM 70185' (DQ372937)
Micrococcus luteus DSM 20030 (AJ536198)

28. abra. IV-75" baktériumtorzs filogenetikai pozi

Citricoccus muralis 4-0" (AJ344143)

Arthrobacter gl obiformis D!

Kocuria rosea DSM 20447" (x 87756

0.01

Acaricomes phgtosaull CSC (AJB12213)
M 20124 (Mza1)
Renibacterium salmonlnarum ATCC 33209" (x51601)
Nesterenkonia halobia DSM 20541 (X 80747)
Yaniel la haloto lerans Y IM 70085" (Av2s479

Rothia dentocariosa ATCC 17931 M=055

jaa Micrococcineae alrend tagjai k6zott (16S rRNS

génjeik alapjan). A 70%-nal magasabb bootstrap értékeket tiintettiik fel (valamint a IV-75T baktériumtorzs és
az Arsenicicoccus bolidensis kézétti értéket), kiilsé csoportnak a Bacillus subtilis subsp. subtilis DSM 10"
torzset hasznaltuk. Bar, 0,01 szubsztituciot jel6l nukleotid pozicionként.
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Ezért az Intrasporangiaceae, Dermacoccaceae és a Dermatophilaceae csaldad 16S rRNS
génjében |év6 szignatura nukleotidjait (Zhi és mtsai.,, 2009) 06sszehasonlitottuk sajat

baktériumtorzsiink ugyanezen pozicidival (11. tablazat).

Pozicio(k) | Baktériumtorzs 1" 2" 3
IV-757

120 A A A A
131:231 A-G A-G Y-K A-G

196 U G A C
342:347 C-G C-G C-G C-G
444:490 U-A a-u A-U A-U
580:761 C-G U-A U-A U-A
602:636 C-G C-G C-G C-G
670:736 A-U A-U A-U A-U
822:878 G-C G-C G-C G-C
823.877 G-C G-C G-C G-C
826:874 C-G C-G C-G C-G

827 U U U U

843 C U U C
950:1231 U-A U-A U-A U-A
1047:1210 G-C G-C G-C G-C

1109 C C C C

1145 G G G G
1309:1328 G-C G-C G-C G-C

1361 G C G G

1383 C C C C

11. tablazat. A IV-75" baktériumtérzs és a rokon csaladok 16S rRNS génjében 1évé szignatura nukleotidok
6sszehasonlitasa. Intrasporangiaceae (1), Dermatophilaceae (2) és Dermacoccaceae (3). A kis betiivel jelzett
nukleotidok nem minden baktériumtérzsben vannak jelen az adott csoporton beliil. Az Y, C vagy U; K, G vagy

U; Vastaggal jeldltiik azon nukleotidokat, amelyekben a IV-75T baktériumtérzs eltérést mutatott. * Adatok:
Zhi és mtsai., (2009).

Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a IV-75" szignatura nukleotidjai 3-5 pozicidban eltértést
mutattak minden rokonuktdl a vizsgalt csalddok korében, igy baktériumunkat egyik csaladba
sem sikerilt egyértelmlen besorolni. Azonban a torzs egyértelm(ien az Arsenicicoccus és az
Ornithinimicrobium nemzetségek tipusfajainak tipustorzseivel csoportosult, és mindkett6 az
Intrasporangiaceae csaldd tagja, ezért jelen esetben IV-757 baktériumtorzset az
Intrasporangiaceae csaladhoz soroltuk (megjegzés: egyetlen baktériumtorzs alapjan nem
lehetséges Uj csalddot Itrehozni, ha kés6bb tovabbi, jelen torzshoz tartozd baktérium kerdil

leirasra, Uj csaladot definidlni akkor nyilik maéd).
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Végil az Uj baktériumot Aquipuribacter hungaricus (A’quae.pur.i.bac.ter, L. n., L. fem. adij.
pura pure, Gr. n. bakterion; N.L. masc. n. Aquaepuribacter; hun.ga’ri.cus, M.L. masc. adj.

hungaricus) néven irtuk le 2012-ben. Tipustérzse: IV-75T (5DSM 21674"=NCAIM B 023337).

6.5 Gellertiella hungarica gen. nov. sp. nov. (Téth és mtsai, 2017).

eredete: furd6viz

16S rRNS génje szekvencidjanak GenBank/EMBL/DDBJ azonosité szama: LN651200.
Munkaink sordn egy, a Rhizobiaceae csaladhoz tartozd baktériumot izolaltunk 2013-ban a
Gellért flird6é egy 36°C-os medencéjébdll R2A taptalajon torténd direkt izoldlast kovetben
(RAM117).

Morfoldgiai jellemzés:

A RAM11" baktériumtérzs Gram negativ sejtfalszerkezet(i, bimbddzésra és folyékony
taplevesben rozetta képzésre volt képes. Polaris flagellummal aktivan mozgé baktérium (10-
11. képek), sejtjeinek mérete: 0.4-0.6x1.1-2.1 um. R2A taptalajon kisméretd, fényes, attetsz8

fehér koldnidkat képezett.

(@)

(d)

™

2=
>

-

10. kép RAM11T baktérium transzmisszids elektron
mikroszképos (TEM) képe. (a) bimbddzé sejtek és polaris flagellum (b) bimbddzé sejtek (c) polaris flagellum
(d) sotéten fest6do, elektrondenz sav a sejt hosszaban. Foté: Boka Karoly
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11. kép. RAM11T baktérium rozetta képzésének transzmissziés elektronmikroszképpal (TEM) késziilt képe
folyadék kulturaban. Foté: Boka Karoly

Fiziologiai és biokémiai karakterizalas eredményei:

A RAM11T baktériumtdrzs szigorian aerob, oxidaz és kataldz pozitiv baktérium, 15-45°C-on
mutat novekedést (optimuma20-37°C), pH 5-10 k6zott (optimuma 7-9), 0-1 w/v% NaCl
(optimuma0%) jelenlétében. Foszfataz, zselatindz, a-amilaz, kazeaz, észteraz (C4), észteraz
lipaz (C8), leucin arilamidaz, tripszin, savas foszfataz, naphthol-AS-Bl-foszfohidrolaz, o-
glikozidaz és N-acetil-B-gliikdzaminidaz enzimekkel rendelkezik. Eszkulint nem hidrolizal. AZ
APl 50CH a D-fruktézon kivil tesztben egyetlen szénforrasbdl sem képez savat. Az aldbbi
antibiotikumokra érzékeny: amoxicillin, ampicillin, cefoxitin, cefuroxim, penicillin G,
netilimicin, imipenem, vankomicin, linezolid, neomicin, piperacillin+tazobactam kombinacid,
koproflaxacin, tobramicin, gentamicin, carbenicillin, meropenem és erythromicin, rezisztens

a cefamandolra, polimixin B-re és a klindamicinre.
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Legkozelebbi rokonaitdl valo fenotipusos eltéréseit a 12. tablazat tartalmazza.

Tulajdonsag 1 2° 3 q 5 6
koldnia szine attetszé szlirkés- attetsz6 fehér fényes fehér
fehér fehér barnas sarga
novekedés R2A + + - - - -
tdptalajon
novekedés TSA gyenge + + - + -
tdptalajon
sejtméret (um) 0,4- 0,5- 0,8-10,x2,2- 0,5-0,6x1,5- 0,5- 0,6-
0,6x1,1- 1,3x1,5-2,5 2,4° 2,2 0,8x2,0- 0,9x1,5-2,4
2,1 3,0
sejt alakja és palca palca palca palca palca és palca
szervezG6dése elagazé
filament
csillézat poldris, poldaris, b peritrich®  peritrich® ND
monotrich  subpolaris
Hidrolizis:
eszkulin + - - + - +
zselatin + - - - - -
Savképzés:
D-fruktoz + - - - - -
keményit6 + - - - - -
Novekedés:
hémérséklet (°C)
tartomany 15-45 20-37 10-37 5-45 4-45 4-45
optimum 20-37 25-30 25-30 20-30 15-37 15-37
NaCl (% w/v)
tartomany 0-1 0-3 0-3 0-2 0-3 0-2
optimum 0 1-2 1 0-1 1 1
pH
tartomany 5-10 6-8 6-8 4-9 6-9 5-10
optimum 7-9 6-7 8 5-7 7-8 6-8

12. tablazat. RAM11T baktériumtorzs és rokonai fenotipusos elkiilénitése. 1. RAM11T 2. Ensifer adhaerens

LMG 202167 3. Rhizobium azooxidifex DSM 1002117, 4. Rhizobium leguminosarum LMG 149047, 5. Mycoplana

dimorpha DSM 71387, 6. Ensifer americanus DSM 15007". +, pozitiv; -, negativ; Adatok az alabbiak kivételével

a jelen vizsgalatokban késziiltek: a: Casida LE (1982), Willems és mtsai, (2003) and Kathiravan és mtsai (2013)
b: Behrendt és mtsai (2016) c: Young (1999) d: Urakami és mtsai, (1990).

Kemotaxondmiai jellemzés:

A RAM11T baktériumtorzs légzési kinonja a Q-10, foszfatidil-glicerolt (PG), foszfatidil-
etanolamint (PE), foszfatidil-monometil-etanolamint (PMME), foszfatidil-kolint (PC), egy nem
azonositott aminolipidet és egy nem azonositott foszfolipidet tartalmaz polaris lipidként (12.

kép).
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RAM A4 ‘ i RAM A
I ‘ " PLI
DPG
ALL 2 - PMME
\ PG
PE o " PE

12. kép. RAM11" baktériumtorzs polaris lipidjei két-dimenzidés vékonyréteg kromatografias futtatast
kovetden. Roviditések: PG, foszfatidil-glicerol; PE, foszfatidil-etanolamin; PMME, foszfatidil-monometil-
etanolamin; PC, foszfatidil-kolin; AL1, nem azonositott aminolipid; PL1, nem azonositott foszfolipid.

Sejtfala meso-diamino-pimelinsavat tartalmaz.
Jellegzetes zsirsavait a 13. tablazat mutatja, piros négyszog jelzi citoplazma membranjanak

jellegzetes, f6 zsirsavmolekuldjat..

Zsirsav 1 2 3 4 5 6
Ciso - - - - - 1,44
Cis0 4,7 25,5 5,2 3,4 5,9 3,9
C171m8c 0,6 - 0,3 - - 2,7
C17;1(,06C 0,2 - - - - 1,27
Ci70 cyclo - 19,9 0,3 - 0,4 -
Ci70 0,8 0,3 0,6 - 1,0 6,8
74,1 10,7 72,4 69,6 32,9 55,3
18:0 1,6 0,5 3,6 - 7,8 1,7
iSOC17;o - 0,2 - 15,3 - -
10MeC19;o - - - 1,9 - -
11Meis1m7cC 9,3 - - - 7,8 0,1
C17.030H 0,2 - - - - 0,1
Cis:0CY®8C 1,3 1,4 7,9 13,6 34,4 16,5
Cis0 - - - - - 0,1
Co0:107¢C - - 0,26 - - 0,2
Summed feature 2 4,1 0,3 4,4 7,1 0,5 3,7
Summed feature 3 0,8 5,9 2,2 1,9 0,4 2,0

13. tablazat. RAM11" baktériumtorzs és rokonai zsirsavosszetétele, f6 zsirsavat bekeretezéssel
jeloltem. 1. RAM11" 2. Ensifer adhaerens TA12-B 3. Ensifer americanus DSM 150077 4. Rhizobium
azooxidifex DSM 1002117 5. Rhizobium leguminosarum LMG 14904" 6. Mycoplana dimorpha DSM
7138". Adatok az alabbiak kivételével a jelen vizsgalatok soran késziiltek: 2, Tralau és mtsai., és 4:

Behrendt és mtsai (2016)
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Filogenetikai elemzés eredményei:

A filogenetikai elemzés eredményei az Ujonan izolalt baktériumot egyértelmiien a
Rhizobiaceae csaladhoz tartozonak mutatta. Legkozelebbi rokonai: Ensifer adhaerens Casida
A 97.44%, Ensifer (syn Sinorhizobium) americanus CFNEI 156" 96.87% és Rhizobium
azooxidifex Po 20/26" 96.76%, tehat kilénbdz6 nemzetségekhez mutatott kdzel azonos
mértékd hasonldsagot (mindegyikhez kdzel azonos mértékben), emellett a 16S rRNS génjik
alapjan készilt filogenetikai fan is tdvoli csoportosulast mutatott ugyan az Ensifer,
Mycoplana nemzetség tagjaival, de Rhizobium nemzetségtél egészen tavol helyezkedett el

(29. abra).

Ensifer arboris LMG 149197 (ATYB01000014)
99| Ensifer medicas WSM 4197 (CP000738)
Ensifer numidicus ORS 14077 (AY500254.1)
Ensifer meliloti LMG 61337 (X67222.2)
Ensifer kummerowiae CCBAU 717147 (AY034028.1)
nsifer fredii ATCC 354237 (D14516.1)
Ensifer americanus CFNEI 1567 (LNQCQ1000019)
Ensifer adhaerens CasidaA” (JNAE01000171)
70 Ensifer sesbaniae CBAU 667297 (JF834143)
Mycoplana dimorpha |AM 131547 (D12786.1)
80 Mycoplana ramosa DSM 72927 EU022308
Gellertiella hungarica RAM11T (LN651200)
99[ Pararhizobium herbae CCBAU 830117 (GU565534)

96

80 Pararhizobium giardinii H152T (ARBG01000149)
Pararhizobium capsulatum IFAM 10047 (X73042)
Rhizobium dagjeonense KCTC 121217 (AY341343)
{Ehizobium rosettiformans W3T (EU781656)
0 Rhizobium ipomoeae shin91T (HE866935.1)
Rhizobium azooxidifex Po20/267 (LN832063.1)
82| Rhizobium favelukesii LPU83T (HG916852)
Rhizobium tibeticum CF048T (JUHN01000043)
Rhizobium cauense strain CCBAU 1010027 (JQ308326.1)
Rhizobium grahamii CCGE 5027 (AEYEO01000061)
Rhizobium lentis BLR 27T (JN648905)
Rhizobium rhizogenes NBRC 132577 (BAYX01000035)
Rhizobium leguminosarum U293867 (U29386)
Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (EF141340)
Rhizobium pisiDSM 301327 (AY509899)
Rhizobium ecuadorense CNPSO 6717 (LFIO01000095)
Rhizobium mongolense USDA 18447 (ATTQ01000080)
76 Rhizobium azibense 23C27 (JN624691)
Neorhizobium huautlense S027 (AF025852)
W&Veorhfzobium alkalisoli CCBAU 01393 (EU074168)
Neorhizobium galegae ATCC 436777 (D11343)
Bradyrhizobium japonicum USDA 67 (AB231927.1)

80

0.020

29. abra A RAM11T baktériumtérzs és rokonai 16S rRNS génje alapjan késziilt ML filogenetikai torzsfa. Az
abran csak a 70% folotti bootstrap értékeketmutatjuk. Bar: 0,01 szubsztitticié nukleotidonként.

Ezért a filogenetikai analizist egyéb funkcié génekkel is elvégeztiik: recA, atpD, ginll (nod és
nifH gének nem voltak jelen baktériumtorzsiink genomjaban, ezért azokra bar teszteltiik
baktériumunkat, nem lehetett filogenetikai faszerkesztésre felhaszndlni.)

A vizsgalatok alapjan készilt filogenetikai fak az el6z6ekhez hasonlé eredményeket mutattak
(30-32. d&brdk). A gInll gén (glutamin szintetdz) alapjan a RAMI11" baktériumtérzs

legkozelebbi rokona az Ensifer americanum CFNE173 (88.09%), recA (rekombinaz) gén
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alapjan a Rhizobium marinum MGLO6 (91.58%), az atpD (ATP szintaz [ alegysége)
Agrobacterium tumefaciens ZY-40s (92.79%), tehat baktériumtorzsiink ezen hdaztartasi
génjeinek szekvencia hasonldsaga alapjan kilénb6z6 nemzetségek képvisel6ihez mutatott
hasonlésagot.

Ha a filogenetikai elemzést nézziik, az atpD és recA gének szekvencidi alapjan készilt
filogenetikai fan a RAM11T kiilonbdz8 Rhizobium fajokkal csoportosul, mig a glnll gén alapjan
készial ML (Maximum Likelihood) torzsfa az Ensifer nemzetség tagjaival valé csoportosuldst
mutatja. Ezek az eredmények megerd&sitették, hogy a RAM11" baktériumtorzs egy kilonallé
nemzetséghez tartozik.

gs[Ensifer meliloti LMG 61337 (AM418760.1)

Ensifer kummerowiae CCBAU 71714 (GU994044.1)
Ensifer medicae LMG 199207 (AM418754.1)
Ensifer arboris LMG 149197 (AM418767.1)

Ensifer fredii USDA 2057 (AJ294402.1)

Ensifer americanum LMG 226847 (AM418742.1)
Rhizobium rhizogenes NCPPB 29917 (AJ294398.1)
Pararhizobium capsulatum DSM 11127 (KM491517.1)
Pararhizobium herbae CCBAU 83011 (GU565542.1)

51 Pararhizobium giardiniiH152T (HQ394216.1)
57 Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (AJ294405.1)
78 Rhizobium pisiDSM 301327 (EF113149.1)

Rhizobium phaseoliATCC 144827 (EF113151.1)

Rhizobium lentis BLR27T (JN648941.1)
Gellertiella hungarica RAM11T (KY984496)
| Rhizobium azibense 23C2 (JN624709.1)
100—Rhizobium mongolense USDA 1849 (AY929502.1)
Rhizobium grahamii CCGE 5027 (JF424612.1)
Rhizobium cauense CCBAU 1010027 (JQ308329.1)
Rhizobium rosettiformans W3T (GU559878.1)
Ensifer seshaniae CCBAU 657297 (JX028795.1)
Ensifer adhaerens LMG 20216 (AM418746.1)
Rhizobium [pomoeae shin9-1T (LN890298.1)
Rhizobium daejeonense HAMBI 3215 (KF206636.1)
Neorhizobium huautlense S027 (AY688589.1)
Neorhizobium galegae LMG 62147 (AM418779.1)
67 —Neorhizobium alkalisoli CCBAU 01389T (EU872226.1)
Rhizobium azooxidifex Po 20/267 (LN868515.1)
Mycoplana ramosa ATCC 496787 (AJ294409.1)
75 Mycoplana dimorpha ATCC 42787 (AJ284408.1)
Bradyrhizobium japonicum 61387 (AM418753.1)

75

0.020

30. abra. RAM11" baktériumtérzs és rokonai atpD gén alapjan késziilt, ML térzsfaja. Az dbran csak az 50%
feletti bootstrap értékeket tiintettiik fel. Bar: 0,01 szubsztituciot jelél bazisparonként.
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Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (AJ294376.1)
Rhizobium ecuadorense CNPSo 676 (KC333885.1)
Rhizobium pisiDSM 301327 (EF113134.1)
Rhizobium lentis BLR27T (JN649031.1)
Rhizobium phaseoliATCC 144827 (EF113136.1)
Rhizobium grahamii CCGE 5027 (JF424622.1)
Rhizobium rosettiformans W3T (GU562963.1)
Gellertiella hungarica RAM11 (KY984499)
99| Rhizobium tibeticurn CCBAU85039 (FNXB01000016.1:160749-161834)
Rhizobium favelukesi LPU83T (HG916852.1:2218601-2219686)
Rhizobium ipomoae shin9-1T (LN890297.1)
Rhizobium dasjeonense HAMBI 3215 (KF206892.1)
Rhizobium rhizogenes NCPPB 29917 (AJ294374.1)
Pararhizobium herbae CCBAU 830117 (GU565549.1)
Pararhizobium giardinii CCBAU 01585 (JN991161.1)
Pararhizobium capsulatum DSM 11127 (KM491519.1)
Rhizobium mongolense USDA1844T (AY907358.1)
Rhizobium azibense 23C27 (JN624700.1)
Neorhizobium huautlense Y1C4200 (KR154124.1)
Rhizobium galegae HAMBI2502 (AY907355.1)
Rhizobium alkalisoli CCBAU 01389 (EU872252.1)
Mycoplana ramosa ATCC 496787 (AJ294384.1)

9 Mycopiana dimorpha ATCC 42797 (AJ294385.1)
Ensifer adhaerens ATCC 332127 (AJ505595.1)
Ensifer seshaniae CCBAU 657297 (JX028823.1)
Ensifer fredii USDA 205" (AJ294379.1)
Ensifer americanum LMG 226847 (AM946572.1)

Ensifer numidicus PT26 (HM346608.1)

Ensifer arboris LMG 149197 (AM182130.1)
Ensifer medicae LMG 199207 (AM182135.1)
72 Ensifer meliloti LMG 61337 (AM182133.1)
99' Ensifer kummerowiae CCBAU 71715 (EF027950.1)

Bradyrhizobium japonicum LMG 61387 (AM182158.1)

69

—
0.020

31. dbra. RAM11" baktériumtérzs és rokonai recA gén alapjan késziilt, ML térzsfaja. Az abran csak az 50%
feletti bootstrap értékeket tiintettiik fel. Bar: 0,01 szubsztituciét jeldl bazisparonként.

Rhizobium tibeticum CCBAU 850397 (EU407190.1)
Rhizobium favelukesi LPU83T (HG916855.1:1486490-1487530)
Neorhizobium alkalisoli CCBAU 03239 (EU872233.1)
Neorhizobium huautlense Y1C4083 (KR154019.1)
Rhizobium grahamii CCGE 5027 (JF424618.1)
Rhizobium cauense CCBAU 1010027 (JQ308332.1)
Rhizobium rosettiformans W3T (KX131139.1)
Rhizobium daejeonense HAMBI 3215 (KF206805.1)
Rhizobium rhizogenes LMG152T (AY929470.1)
Rhizobium mongolense USDA 18447 (AY929453.1)
Rhizobium phaseoliATCC 144827 (JN580716.1)
Rhizobium lentis BLR27T (JN648976.1)
Rhizobium ecuadorense CNPSo 676 (KC333883.1)
Rhizobium pisiDSM 301327 (JN580715.1)
Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (AF169586.1)
Neorhizobium galegae HAMBI 503 (KF206807.1)
Pararhizobium giardiniiH152T (EU488778.1)
Pararhizobium herbae strain CCBAU 830117 (GU565556.1)
Ensifer kummerowiae CCBAU 717147 (GU994062.1)
Ensifer adhaerens ATCC 332127 (HM997090.1)
Gellertiella h ica RAM11T (KY984497)
Ensifer fredii ATCC 354237 (AF169591.1)
Ensifer numidicus ORS 14077 (HM997092.1)

Ensifer americanus CFNEI 1567 (GU994065.1)
Ensifer meliloti LMG 61337 (KR818748.1)
Ensifer arboris LMG 149197 (HM997093.1)

il Ensifer medicae LMG 199207 (KR818746.1)
Bradyrhizobium japonicum LMG 61387 (AF169582.1)

99

—
0.020

32. 4bra. RAM11" baktériumtérzs és rokonai glnll gén alapjan késziilt, ML torzsfaja. Az dbran csak az 50%
feletti bootstrap értékeket tiintettiik fel. Bar: 0,01 szubsztituciot jelol bazisparonként.
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Az Uj baktériumot polifazikus taxondmiai elemzése alapjan Gellertiella hungarica
(Gel.ler.ti.el'la. N.L. dim. fem. n.; hun.ga’ri.ca, MN.L. fem. adj.) néven (j nemzetségként irtuk
le, utalva ezzel a baktérium eredetére (Gellért firdé, Magyarorszag). Tipustorzse a RAM117

(=DSM 29853 =NCAIM.B 02618)

6.6  Phragmitibacter flavus gen. nov. sp.nov. (Szurdczki és mtsai., 2020)

eredete: Fert6 nadassal boritott vizterilete

16S rRNS génje szekvencidjanak GenBank/EMBL/DDBJ azonositd szama: MG799125. Teljes
genomjanak DDBJ/ENA/GenBank azonositéja: VAUV00000000.

2015 novemberében egy NKFIH (116275) palyazat keretében a Fert6 nyilt vizét és nadassal
bendtt terileteitt mintdztauk, ahonnan szdmos baktérium kozott az MG-N-177

baktériumtorzset is izolaltuk.

Morfoldgiai jellemzés:

Az MG-N-17" baktériumtorzs sejtjei palca alakdak, méretiik 2,28-3,23 x 0,42-0,72 pm.
csilléval nem rendelkeznek, aktiv mozgdsra nem képesek, de elektronmikroszkdpos
felvételeken sejtjeiken szamos pilus figyelheté meg (13-14. képek).

R2A taptalajon kis méretd(, sarga, ép szél(, kerek koldnidkat képeznek.

13-14. képek. Az MG-N-17" baktériumtorzs sejtjeinek elektronmikroszképos képe. A sejteken jél
megfigyelhet6 a nagyszamu pilus jelenléte. Foté: Boka Karoly
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Fiziologiai és biokémiai karakterizalas eredményei:

Az MG-N-17" baktériumtérzs 15-35°C (optimuma 22-28°C) hémérsékleten és pH 7,0-10,0
(optimuma 8,0-9,0) mutat novekedést, NaCl jelenlétét maximum 2%-ig tolerdlja. Hidrolizalja
a Tween 60, 20, pozitiv uredz és az a-amildz aktivitdsa. Anaerob korilmények kdzott nem
novekedik még nitrat jelenlétében sem, triptofanbdl indolt és ciszteinbdl H,S-t nem termel,
kazedz, zselatindz, DN-az, foszfatdz, celluldz, kitinaz aktivitdsa negativ. Az aldbbi
komponenseket nem bontja: Tween 80, eszkulin, tirozin, L-arginin. Az APl 50CH és ZYM
tesztekben elkilonilését legkdzelebbi rokonatdl a Verrucomicrobium spinosum DSM 41367

torzstél az 14. tablazat mutatja.

Verrucomicrobium
Tulajdonsag MG-N-177 spinosum DSM 4136"
izolalasi hely mezotrof té eutrof té
szine R2A agaron sarga halvany sarga
hémérséklet (°C)
novekedés intervalluma 15-35 10-40*
pH névekedés
intervalluma 7,0-10,0 6,0-10,0
optimuma 8,0-9,0 7,0-8,0
sejtek mérete (um) 0,4-0,7 x 2,3-3,2 0,8-1,0x1,0-3,8
sejtek alakja vékony palca palca
prosthaeca jelenléte - +
eszkulin hidrolizis - +
Tween 20 bontas + -
foszfatdz aktivitds - +
Hugh-Leifson ox. - +
Hugh-Leifson ferm. - +
Savképzés (API 50 CH):
D-xiloz - w+
D-galaktoz + -
D-glukéz + -
inozitol W+ -
D-cellobidz - +
D-maltoz w+ +
D-laktoz - +
D-melibidz - +
D-melezitoz - +
D-Raffinose - +
gentiobidz w+ +
D-turanéz + w+
L-fukdz - w+
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Enzimaktivitas (APl ZYM)

tripszin w+ -
savas foszfataz w+ -
a-mannozidaz - w+

14. tablazat. Az MG-N-17" baktériumtdrzsmorfolégiai, fiziolégiai és biokémiai karakterei alapjan valé
elkiilonitése legkdzelebbi rokonatodl. w: gyenge reakcié

Kemotaxondmiai jellemzés:

Az MG-N-17" baktériumtdrzs az alabbi kinonokat termeli: MK-10, MK-11, MK-12 és MK-9.
Zsirsavait az 15. tablazat tartalmazza. F6 polaris lipidjei a foszfatidil glycerol (PG), a
difoszfatidil-glicerol (DPG), foszfatidil-etanolamin (PE), egy azonositatlan foszfolipid és egy

azonositatlan glikolipid.

Verrucomicrobium spinosum DSM

Zsirsav MG-N-177 41367
Summed Feature 2 - tr
Ci20 tr tr
anteiso-Cis.o tr tr
Ci13:1 AT 12-13 - tr
Ci30 - tr
is0-Ci4:0 9,03 12,65
unknown 13,957 - tr
Cia:0 3,67 3,99
unknown 14,502 - tr
i50-Cis.0 tr tr
35,32 38,32
Ciso 1,99 2,80
Ci6:1w07c-OH tr tr
Summed Feature 2* 1,66 1,10
is0-Ci6:0 1,50 tr
Ci6:1w11c tr tr
C16105C | 17,70 24,56
Ciso | 25,71 10,97
anteiso-Ci7.0 tr tr
Ci7:0 tr tr
Ci6:0 3-OH tr tr

15. tablazat. MG-N-17" baktériumtorzs és legkdzelebbi rokonanak zsirsavprofilja, az Gj
baktériumtaxon f6 zsirsavait bekeretezéssel jel6ltem. tr: nyomnyi mennyiségben jelen lévé

Filogenetikai elemzés eredményei:
16S rRNS génje alapjan az MG-N-17" baktériumtorzs legkdzelebbi rokonai a

Verrucomicrobiaceae csaldd tagjai. Legmagasabb szekvencia hasonldsagot azaldbbi
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baktériumokkal mutatja (bar mind alacsony): Verrucomicrobium spinosum DSM 41367
(94,38%), Roseimicrobium gellanilyticum DC2a-G7" (91,55%), Prosthecobacter fluviatilis HAQ-
17 (90,82%) Prosthecobacter fusiformis ATCC 25309" (90,47%) Prosthecobacter vanneervenii
FC1T (90,45%) és Prosthecobacter dejongeii FC2T (90,32%). Az ML filogenetikai fan V.
spinosum DSM 4136" and R. gellanilyticum DC2a-G7" térzsekkel csoportosul egyitt (33.
abra), bar azokkal is csak 53 illetve 54% bootstrap értékekkel.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy baktériumunk a Verrucomicrobiaceae csaladon

beliil egy jol elkiiloniilé dgat, egy Uj nemzetséget képvisel.

Prosthecobacter dejongeii FC1T (U60012)
Prosthecobacter algae EBTLO4T (JQ319004)
Prosthecobacter fusiformis ATCC 253097 (jgi.1035989)
Prosthecobacter debontii FC3™ (U60014)
Brevifollis gellanilyticus DC2c-G4" (AB552872)
Prosthecobacter fluviatilis HAQ-1" (AB305640)
100 = prosthecobactervanneervenii FC2" (U60013)
Roseimicrobium gellanilyticum DC2a-G7" (AB552861)

E{;agmitibacter flavus MG-N-177(MG799125)

53 Verrucomicrobium spinosum DSM 4136 (ABIZ01000001)
Luteolibacter algae A5J-41-2T (AB331893)
Luteolibacter cuticulihirudinis E1007 (JQ429496)
100 Luteolibacter flavescens GKXT (KX185934)
Luteolibacter arcticus MC 37267 (KP101281)
Luteolibacter pohnpeiensis A4T-83T (AB331895)
Luteolibacter gellanilyticus CB-286403T (LN833280)
Luteolibacter luojiensis DR4-30" (JN630810)
100 * Luteloibacter yonseiensis EBTLO1T (JQ319003)
Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835T (CP001071)
Opitutus terrae JCM 157877 (AJ229235)

100

100

87

| —
0.05

33. dbra. MG-N-17" baktériumtdrzs rokonsagi viszonyait szemlélteté maximum likelihood filogenetikai fa. Az
abran a 50%-nal nagyobb bootstrap értékeket tiintettiik fel, bar 0,05 szubsztitticiét jelol bazisparonként.

Teljes genom szekvendalds eredménye és 6sszehasonlitasa legkozelebbi rokonaval:
MG-N-17" baktériumtérzs teljes genomja mintegy 44 kontigot tartalmaz, N50 értéke 348255
nukleotid, 56,5x lefedettségi értékkel.

A nyers szekvencia adatok alapjan (BioProject ID PRINA540970; GenBank azonosité:
VAUV00000000) a teljes genom atlagos teljes azonossaga (gANI) a V. spinosum DSM 41367
baktériumtorzs (GenBank accession number ABIZO0000000.1) szekvenciajaval 70.45 % volt.
A genomiilis adatok alapjan egy révid annotalast is elvégeztiink: flagellaris géneket a MG-N-
177 baktériumtdrzs genomja nem tartalmaz a V. spinosum DSM 4136" térzséhez hasonldan, a
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glikolizis és glilkoneogenezis génjeik megegyeztek. Piridoxin lebontasi Utvonal, sziderofér
atracelin (sziderofér bioszintézis operon) de novo purin bioszintézis gének és bifenil
lebontdsi Utvonal génjei a V. spinosum DSM 4136" baktériumtorzsben kimutathatéak voltak,
de a mi torzsinkben nem. Ugyanakkor az alabbi géneket megtaldltuk MG-N-177
baktériumtdrzsben, de hidnyoztak a V. spinosum DSM 4136" baktériumtérzs genomjabol:
cink rezisztencidért felel6s gének, ABC transzporter, fehérje deglikozilacié, kardiolipin
szintézis, nitrit szintdz, termindlis citokrdm C oxiddz, aromds amin katabolizmus, poliamin
metabolizmus, arginine buioszintézis, szerin-glioxalat ciklus, vegyes savas fermentdcié génjei.
Ezen adatok szintén azt er@sitették meg, hogy az altalunk izoldlt baktérium egy kilon
nemzetséghez tartozik.

A MG-N-177 baktériumtérzs genomszekvencidja alapjan szamolt G+C ardny 56,9 mol%.

Osszesitett eredményeink alapjan az MG-N-17" baktériumtérzset Uj nemzetséghez tartozd
baktériumtaxonnak irtuk le Phragmitibacter (Phag.mi.ti.bac'ter. L. masc. n.) flavus (fla'vus. L.
masc. adj.) néven irtuk le, tipustorzsét 2 fliggetlen torzsgyljteményben helyeztik el (MG-N-

177 (=DSM 106674T=NCAIM B.02643T).
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkdink sordn altalanosan azt tapasztaltuk, hogy szamos koérnyezeti probléma megoldhatd
annak tiikrében, ha a kérdésekre megfelel6 mddszerekkel prébalunk meg valaszt adni. A
tenyésztéses vizsgalatok egylittes alkalmazdsa a modern, molekularis bioldgia és
kemotaxondmia széles tarhazaval hihetetleniil gazdag eszkozt nydjt ahhoz, hogy megfelel6
valaszt adhassunk a felmerilt kérdésekre — még akkor is, ha idénként Uj
modszerek/taptalajok kidolgozasara van is sziikség:
e Baktériumok volatilis végtermékeinek analizaldsara kidolgozott modszer segitségével
egy potencialis légy csapdazé anyag kidolgozasa valt lehetségessé. A kutatds sordn
leirt Uj baktérium taxonok: Schineria (Ignatzschineria) larvae gen. nov. sp. nov. és

Wohlfahrtiimonas chitiniclastica gen. nov., sp. nov.

o Mikrobidlis kozosségek szerkezetének és mikodésének feltardsara egy jol miikodd,
kozosségi kemotaxondmiai mddszert dolgoztunk ki, amellyel kilénb6z6 markerek
egylittes vizsgalatara nyilt mdd. Emellett a Bacteria és Archaea domének
szerkezetének és miuikodésének feltardsa hozzdjarult az Uzemi biogaztermelés
optimalizdlasahoz egy szennyviztisztito tizemben. Kidolgoztunk egy
buborékszamlalason alapuld, biogaztermelésre szolgalé mddszert, amellyel alacsony
gazhozamu bioreaktorok gaztermelése hatékonyan mérhetd.

e Ivdvizes rendszerekben a klérozas a baktériumok sejtszamat ugyan hirtelen
lecsokkenti, de a rendszerben Ujraszaporodds tapasztalhatd, klérozas hatasara a
mikrobidlis k6zosség jelentésen atrendezédik.

e |vdvizbazisok és ultratiszta vizet el8allitd rendszerek vizsgdlatai soran Uj taptalajokat
fejlesztettiink ki, amely soran tobb 0j baktérium taxont izolaltunk: Nocardioides

hungaricus sp. nov., Tahibacter aquaticus gen. nov., sp. nov., Aquipuribacter

hungaricus gen. nov. sp. nov., Phreatobacter oligotrophus gen. nov., sp. nov.

e Firddvizek vizsgalata soran megadllapitottuk, hogy a mikrobialis k6z6sségekre nem
csak a flird6z6k mennyisége és a kornyezeti kérilmények vannak er6teljes hatdssal,
hanem a vizkezelés tipusa is. A Fert6 mikrobioldgiai vizsgalatai ravilagitottak, hogy a
nad boritottsdg nagymértékben befolydsolja a viz és az Uledék mikrobidlis

kozosségeinek Osszetételét. Mindkét kdrnyezetbdl Uj taxonokat irtunk le: Gellertiella
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hungarica gen. nov., sp. nov.; Brevundimonas balnearis sp. nov., Phragmitibacter

flavus gen. nov., sp. nov.

Prokaridta taxondmiai kutatasaink eredményei azt mutattak, hogy a rejtett diverzitds
nagyon nagy szazaléka feltardsra var, tenyésztéses vizsgalataink, a kifejlesztett (j
tdptalajok és alkalmazott Uj tenyésztési technikdak gyakran vezettek Uj
baktériumtaxonok felfedezéséhez. Bar a prokariéta taxondmia maga alapkutatas
jellegl, eredményei nélkiilozhetetlenek a modern mikrobidlis 6koldgia és alkalmazott
mikrobioldgia terlletén. 2001 6ta Osszesen 40, a tudomdnyra Uj baktériumtaxon

leirasat valdsitottuk meg mikrobioldgiai kutatdsokhoz kapcsolddéan.

8. SUMMARY

During our work we have generally found that many environmental problems can be solved

if we try to answer a question in apropriate way. The combination of cultivation with a wide

range of modern molecular biological as well as chemotaxonomical methods provides an

incredibly rich tool to answer the questions — even if sometimes novel methods/media need

to be deveolped:

We have developed a method to test the volatile end products of bacteria being
dominant in myiatic wounds. It made possible to plan a fly trap. Novel bacterial taxa
were described: Schineria (lgnatzschineria) larvae gen. nov. sp. nov. and
Wohlfahrtiimonas chitiniclastica gen. nov., sp. nov.

To explore the structure and function of microbial communities we developed a
chemotaxonomical method to study different chemotaxonomical markers
simultaneously. The revealing of the structure of the Bacteria and Archaea domains
lead to the optimization of biogas production in a wastewater treatment plant.
Moreover, a new method to test the biogas production was developed which was
based on the counting of the number of the bubbles. It can be used to measure
effectively the gas production of low gasyield bioreactors.

In drinking water systems, chlorination suddenly reduces the number of bacterial
cells, but there is a re-proliferation in the system, and due to chlorination, the
structure of the microbial community is significantly changed.During the study of

drinking water (supply) and ultrapure water (UPW) systems new media were
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developed which helped to cultivate novel bacterial taxa: Nocardioides hungaricus
sp. nov., Tahibacter aquaticus gen. nov., sp. nov., Aquipuribacter hungaricus gen.
nov. sp. nov., Phreatobacter oligotrophus gen. nov., sp. nov.

e During the study of the waters of thermal baths we found that structure of the
microbial communities are strongly affected by the number of bathers,
environmental conditions as well as the water treatment type. Microbiological
studies of Lake Fert6 revealed that reed cover strongly influences the composition of
microbial communities of the water and the sediment. Novel bacterial taxa were
described from both environments: Gellertiella hungarica gen. nov., sp. nov.;
Brevundimonas balnearis sp. nov., Phragmitibacter flavus gen. nov., sp. nov.

e The results of our prokaryotic taxonomic studies showed that large percentage of
hidden diversity is awaiting for exploration: our cultivation studies, novel media
developing and new cultivation techniques we used, often led to discover new
bacterial taxa. Though taxonomy belongs to basic research topics, its results are
indispensable in the field of modern microbial ecology and applied microbiology.
Since 2001, my laboratory has been connected to the description of 40 novel

bacterial taxa.
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