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1. BEVEZETES

1.1 A mikrobialis taxonémia alapjai

A taxondmia az ¢€lolények csoportokba sorolasdnak tudoméanya, ami soran azokat
rendszertani kategoriakba, ugynevezett taxonokba osztjuk be. Az eddig leirt baktérium fajok

szama 9184 (http://old.dsmz.de/microorganisms/main.php?contentleft id=14).

A mikrobidlis taxonomoéia szamos teriileten fontos: a klinikai diagnosztikdban, hiszen
szamos patogén faj illetve torzs ismert koziilik, a mikrobidlis Okoldgidban ¢és a
biotechnologiaban is, mivel jelentds alkotoi az 6koszisztémanak, illetve sokukat hasznalhatjuk
az iparban is (Sutcliffe, 2011).

Egy egységes taxonomiai rendszer megalkotdsa azonban nem olyan egyszerti, alapvetd
probléma, hogy a mikrobialis mérettel rendelkezd szervezeteket hogyan helyezziik bele az
¢l6vilag rendszerébe (Sapp, 2005).

A prokariota-eukariota elmélet szerint a prokariotak olyan szervezetek, melyeknek az
eukaridtakkal ellentétben nincsen maghartyaval koriilvett 6nalld sejtmagjuk és altalaban
nincsenek membranalkotoik. Sok tudos kifejezte egyetértését ezzel az elképzeléssel, tobbek
kozott Edouard Chatton (Sapp, 2005) is. Az élovilag ilyen jellegi felosztasa kezdetben jonak
tint, a biologiai rendszerezés alapjava valt, de késobb kételyek meriiltek fel vele
kapcsolatban. Az egyik legfontosabb érv arra, hogy a prokariota—eukariota felosztas helytelen,
az volt, hogy a prokariotdk nem monofletikus szarmazastiak, mint ahogyan arra az
elnevezésbdl kovetkeztethetnénk (Sapp, 2005).

Tobbek kozott Carl Woese is felallitott egy pozitiv definiciot, amit azon molekulak és
funkciok alapjan alkotott meg, amik szerint a prokariotdk homologok az eukariotakkal: a
kromoszoma szervezddése, sejt szintli regulacidos mechanizmusok megléte, replikacio,
transzlacio, a riboszoma mérete illetve féligateresztd membran a sejt és kornyezete kdzott.

Tovéabbi problémat jelentett, hogy a ,,pro” prepozicio arra a helytelen kovetkeztetésre
vezethet el benniinket, hogy a prokariotak az eukariotakat megel6zéen alakultak ki, esetleg az
eukariotak a prokariotakbol fejlédtek volna ki (Pace, 2009). Mindezek ellenére, ahogyan azt

sokan, mint Gunther Stent (Stent, 1971) is gondoltak, ez a hipotézis valosziniileg nem igaz.


http://old.dsmz.de/microorganisms/main.php?contentleft_id=14

A prokariota kifejezés helyett Edouard Chatton (Sapp, 2005) Richard Owennel (Owen,
1860) egyiitt inkabb a Protozoa szt hasznalta.

Ernst Haeckel pedig 1866-ban a Protista, illetve a Schizophyta - hasadé novények —
fogalmakat alkalmazta. A Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology cimii miiben
viszont - 1948-ban - a Protophyta szot a baktériumokra és a virusokra is értik. A kényv
késobbi kiadasaban pedig a ,,Procaryota” kifejezés tobbes szdmu, ndénemii fonévként vald
hasznalatat javasoljak: ,,Procaryotae”. R. E. Buchanan részben egyet értett ezzel, szerinte az
egyes szamu Procaryota fogalmon kiviil a hozza hasonld Procaryotae vagy Procaryotes
neveket is lehetne hasznalni (Buchanan, 1970). A Monera kifejezést elészor, 1866-ban, Ernst
Haeckel vetette fel a prokaridta szé szinonimajanak (Pace, 2009). Végil kialakult a
mikroba/mikroorganizmus fogalma, amely minden mikrobialis méretli szervezetet magaban
foglal. Ez egy alternativ megoldas, ellenben nagy hatranya, hogy a kifejezés pro- és eukariota
¢l6lényeket egyarant magaba foglal és nem valddi taxonomiai meghatarozas (Pace, 2009).

A mikrobiologusok szerettek volna egy filogenetikan alapuld, természetes rendszert
felallitani a korabban érvényben levé Whittaker-féle 5 kiralysagos rendszer helyett, amelyet
molekularis biologiai alapon lehet realisan megtenni (Sapp, 2005), hiszen az eukariotaknal jol
hasznalhatd fenotipusos bélyegek a prokariotdk korében méretiikb6l adoddéan nem
hasznalhatoak.

A filogenetikai rendszerezéshez tobb evoltcios oOra (kronométer) is hasznalhato.
Két csoportjuk ismeretes: konzervativ, hossz id6tavra (citokrom c, hiszton fehérjék),
illetve  valtozékony, rovidtavra vald  kronométerek  (mitokondriumon talalhato

D-hurok, fibrinopeptidek, hemoglobin) (Marialigeti, 1996;

http://www.pbs.org/wgbh/evolution/library/05/1/pdf/l 051 06.pdf). A legsikeresebb molekularis
biologiai 6ranak a 16S rRNS génje bizonyult, aminek segitségével Carl Woese alkott meg egy
modern taxondmiai rendszert, melynek sordn a mikrobak 16S rRNS génjének, illetve az
eukariotak 18S rRNS génjének szekvenciajat hasonlitotta Ossze. Ezt alkalmazzuk ma is
leggyakrabban a taxonomiai kutatasok soran (Pace, 2009). A 16S rRNS génje azért alkalmas a
molekuléris 6ra szerepére, mert univerzalisan elterjedt, az evolicid legkorabbi stddiumaiban
alakult ki, tehat mar a régebben kialakult él6lények esetén is hasznalhato, konzervativ a
szerkezete, tehat valtozatlan a funkcioja, kell6 méreti, konnyen vizsgalhato és a lateralis
géntranszfertdl valo lehetd legteljesebb fiiggetlenség jellemzi (Mérialigeti, 1996).

Ezen szekvencia adatok alapjan Carl Woese megalkotta az ¢lévilag harom doménbdl allo

filogenetikai fajat, melynek tagjai: Bacteria, Archea és Eucarya (Woese, 1994).


http://www.pbs.org/wgbh/evolution/library/05/1/pdf/l_051_06.pdf

Igen nehéz a prokaridta kirdlysdgok rendszerét Osszerakni a valddi sejtmaggal rendelkezd
¢lolényekével, mivel teljesen masok a tavolsagok a két csoportban az egyes fajok kozott. Ez
latszik a kovetkezd példan is: a béka filogenetikai értelemben sokkal kozelebb all az
emberhez, mint esetenként a Bacillus nemzetség két faja egymashoz (Marialigeti, 1996).

A Dbiologiai rendszerezés alapegysége a faj (species). Az ivarosan szaporodo
szervezeteknél fajnak nevezziik az egymds kozott ivarosan szaporodd egyedek Osszességét,
melyek reproduktiv izolacioval elhatdrolodnak mas csoportoktol.

A mikrobdk tobbnyire aszexualisan szaporodd ¢€ldlények, ezért rajuk az
elébbi definicid nem érvényes. A mikrobiologidban tobbféle nézet 1étezik, de itt is, mint
ahogy sok mas esetben, a molekularis biologiai mddszerek segitségével hatarozhatjuk meg
legkorszeriibben a faj fogalmat. A legaltalanosabban elfogadott nézet szerint, a baktériumok
esetén azonos fajhoz tartozonak tekintiink két fajt, ha koztikk a 16S rRNS génje alapjan 97%-
nal nagyobb a hasonldosag és a teljes genom DNS-DNS hibridizacios értékiik 70% vagy ennél
magasabb. Mindezek mellet fenotipusos tulajdonsagaik hasonldsaga is sziikséges. Azonban ez
a molekularis alapu definicié sem teljesen tokéletes, mivel sokszor a 70%-0s DNS-DNS
hibridizacios érték és a 16S rRNS gén szekvencia hasonlésag nem korrelal, illetve bizonyos
esetekben a 98% -0s 16S rRNS gén szekvencia hasonldsagot joval meghalado kiilonb6zo
nemzetségekhez tartozd mikrobakat is talalunk (pl. Enterobacteriaceae csalad). Az is
eléfordulhat, hogy a genotipusos tulajdonsagok nincsenek teljesen 6sszhangban a fenotipusos
bélyegekkel.

Mivel a prokariota fajdefinicio jelenleg is vitatott, ezért a bakterialis taxonomusok inkabb
torzsekkel dolgoznak. A baktériumtdrzs faj alatti kategoria, és definicio szerint ismert eredet,

azonos szam-¢s betlijelzéssel ellatott, folyamatos atoltassal fenntartott tiszta tenyészet.

1.2 Az ivéviz, mint mikrobialis élohely

Az ivoviz egy olyan ,tdpanyag”, ami az €l0 szervezet szamdara nélkiilozhetetlen: nem
tartalmazhat hatarérték feletti koncentracioban emberi egészségre karos anyagokat, a
vizcs6halozatbol kikeriilve szintelennek, szagtalannak és friss iziinek kell lennie és fontos,
hogy kezelése soran ne keletkezzen egészségkdrositdé vagy mindségrontdé komponens.
(201/2001. Kormanyrendelet).

Téves elképzelés, hogy az ivoviz egy majdnem steril kozeg volna. Ez a szemlélet azért

alakulhatott ki, mert hosszu ideig a tenyésztési nehézségek miatt a benne ¢él6 baktériumok
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99,9%-4at figyelmen kiviil hagytuk, illetve higiéniai szempontbdl f6leg a patogén fajokat
szokas vizsgalni (Szewzyk és mtsai, 2000).

Az ivoviz, mint oligotrof kozeg alacsony szervesanyagtartalommal jellemezhetd, ennek
megfeleléen ehhez a kornyezethez azon mikrébak tudnak adaptalodni, amelyek képesek
kihasznalni ezt a kevés szervesanyag mennyiséget (oligotrof mikroorganizmusok, 1-15 mg C/I
tartalom mellett novekednek).

Az ivovizek 0koszisztémajanak vizsgalata sokszor a biofilmek megfigyelésében nyilvanul
meg, mivel a baktériumok sok esetben nem szabadon uszva, hanem biofilmekben rogziilnek.

A biofilm feliilethez kotédott mikroba sejtek Osszessége, amiket extracelluldris polimer
matrix zar kozre (Donlan, 2002). A baktériumoknak elény0s a felszinekhez kotddniiik, mivel
ezek ugynevezett ,,antenna effektussal” birnak, tehat védelmet biztositanak a ndvekedéshez.
Az is kedvez0, ha térbeli elrendezésiik szoros egymashoz képest. Ennek az az oka, hogy igy a
szerves anyagokat kozosen, sokszor kometabolizmussal tudjak lebontani, illetve egymasnak
képesek védelmet biztositani (Szewzyk és mtsai, 2000). Ivovizrendszerekben azért érdemes a
biofilmek kialakulasat megakadalyoznunk, mert azokban jobban el tudnak a baktériumok
szaporodni, mint a szabad vizfeliileten.

Az ivoviz tehat egy oligotrof kozeg, mégis sok mikroorganizmus adaptalodott ehhez az
igen alacsony szervesanyagtartalommal jellemezhet6 kornyezethez. Ezen mikrobak
szabvanyos modszerekkel kevéssé tenyészthetoek, de oligotrof taptalajok és molekularis
vizsgalatok alkalmazasaval rejtett diverzitasuk feltarhato, igy sok, kordbban még tenyésztésbe
nem vont szervezet kimutathat6. Amennyiben e mikrobakat sikeriil tenyésztésbe vonni, 1j
taxonok leirasa valik lehetové és ezzel bdviilnek mikrobialis taxonomiai ismereteink, ami

human egészségiigyi vonatkozasokkal is bir.



2. CELKITUZES

Munkank célja korabban (2009-2010) a budapesti ivovizhalozatbdl izolalt, 16S rRNS

génszekvenciajuk alapjan 1) fajoknak tekintheté baktériumok polifazikus leirasa.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Mintavételezés, baktériumtorzsek izolalasa

Torzseink a budapesti ivovizet szolgaltaté rendszer harom kiilonb6z6 pontjarol
szarmaznak. A Sziget 11/13 katvizébol (PYM3-14), a Kaposztasmegyeri klorozobol (PYM7-
15 és PYM7-16), illetve Tahiban az Y elagazasbol (M4-14, M4-9, M4-10).
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Az izolalas R2A taptalajon tortént (Reasoner és Geldreich, 1985), 1 hetes 28 °C inkubalést
kovetden. A torzseket a vizsgalatok soran szintén 28 °C-on, ugyanezen a taptalajon tartottuk
fenn.

R2A taptalaj 6sszetétele:

¢élesztOkivonat 059
protedzzal emésztett pepton 0549
kazamino savak 05¢9
gliikoz 059
oldhato keményitd 059
Na-piruvat 03¢
K2HPO, 0,3¢g
MgSO4 x 7 H,0 0,059
agar 24 g
desztillalt viz 1000 ml

3.2. Baktériumtorzsek morfolégiai, biokémiai és fiziologiai vizsgalata

Vizsgalatainkat a parcialis szekvenciajuk és fenotipusos kiilonb6zéségeik alapjan
ujaknak itélt torzsekkel ¢és a  filogenetikailag hozzajuk legkdzelebb, illeve
kozel  allo  rokonaikkal is  elvégeztik. @ Az  Osszehasonlitashoz  irodalmi
adatokat is felhasznaltunk. Munkank soran az alabbi autentikus torzsekkel dolgoztunk,
melyekkel minden fenotipusos vizsgalatot elvégeztink (side bye side analizis):
Lysobacter brunescens (DSM 6979), Arenimonas oryziterrae (DSM  21050),
Undibacterium pigrum, (DSM 19792), Rhizobacter dauci (DSM 11587), Rhizobacter fulvus
(DSM 19916).



Gram festés (Claus,1992)
A fiatal (24 oOréds) baktériumtenyészetekbdl kenetet készitettiink el6zdleg sterilizalt
targylemezekre, ezutan hovel fixaltuk.
e akenetet kristalyibolyaval megfestettiik (1 perc)
o desztillalt vizzel mostuk
e Lugol-oldatot ontéttiink ra (1 perc)
o desztillalt vizzel mostuk
e szintelenitd alkohollal (96%-0s) elszintelenedésig mostuk

e desztillalt vizzel mostuk

szafraninnal megfestettiik (1 perc)

A festés lényege, hogy egyes baktériumok sejtfala a kristalyibolya-jod komplexet
megkdti, mas fajok sejtfalabol viszont a festék alkohollal kimoshatd, de hogy ezeket is
lathatova tegyiik, szafraninnal megfestettilk, ezt nevezziik kontrasztfestésnek. Ennek
eredményeképpen az elsé csoport lila szinli lesz, 6ket Gram-pozitiv baktériumoknak
nevezzik, a masik csoport pedig pirosra szinezddik, ezeket hivjuk Gram-negativ

baktériumoknak.

Fénymikroszkdpos vizsgalatok:

Ennek soran megallapitottuk a baktériumok alakjat, méreteit (um), csoportosulasat.

Tween 80 hidrolizis (Smibert és mtasi, 1994)

Ez a teszt arra valo, hogy megvizsgaljuk a baktériumok Tween 80 bontédsi képességét,
hogyha tartalmaznak lipaz enzimet, akkor képesek erre.

A Tween 80 agarra (polioxietilén-szorbitan-monooleat) pontoltassal egy kacsnyi
baktériumot vittiink fel, ezutan egy hétig inkubaltuk 28 °C-on.

Ezutan az jelentette a pozitiv reakciot, ha Ca-oleat precipitaciok jelentek meg az agaron,

ami a Tween 80 bomlasa kovetkeztében 1étrejott olajsav €s a taptalajban 1évé kalcium ionok

crer



Keményitd hidrolizis (Cowan ¢és Steel, 1974)

Ennek soran azt vizsgaltuk, hogy a baktériumok képesek-e a keményit6t bontani, ami
akkor lehetséges, ha a baktériumok tartalmaznak a-amilaz enzimet, ami a keményitét mono-
¢s disszacharidokra képes bontani.

A keményititartalmii agar lemezekre pontoltassal felvittiink egy kacsnyi baktériumot,
ezutan 28 °C-on egy hétig inkubaltuk.

Utana Lugol oldatot (KI-oldat) csepegtettiink a Petri csészére, aminek Osszetétele a

kovetkez6:
I 5,0 g
Kl 10,09
desztillalt viz 1000 ml

Az jelentette a pozitiv reakciot, ha szintelen zondkat figyelhettiink meg a kolonidk koriil,
ami azért kovetkezett be, mert a baktérium amilaz enzimjével elbontotta a keményitot és igy
annak spiraljaba nem keriiltek be a jod ionok és nem adott kék szinreakciot. Negativ reakcid

esetén kék szinli maradt a kolonidk koriil a taptalaj.

Foszfataz aktivitas teszt (Cowan és Steel, 1974)

Ezzel a teszttel vizsgaltuk meg a baktériumok foszfataz aktivitasat.

A dnatrium-fenolftein-foszfat tartalmia agarra felvittink pontoltassal egy kacsnyi
bakétriumot, ezutan 28 °C-on egy hétig inkubéltuk. A taptalaj elkészitési modja a kdvetkezd:
1000 ml steril alaptaptalajhoz 10 ml steril, 1%-os dinatrium-fenolftalein-foszfat oldatot
adagoltuk.

Ezutan a Petr1 csészéket megforditottuk és a tetejiikbe par csepp ammoniat
cseppentettiink.

Az jelentette a pozitiv reakciot, ha ennek hatasara rozsaszin elszinezddést figyelhettiink
meg. Ez esetben a foszfataz enzim elbontja a natrium-fenolftein-foszfatot, a fenolftalein

szabadda valik és igy indikatorként lugos kozegben rozsaszin szint ad.

D-gliik6z oxidativ és fermentativ értékesitése (Hugh és Leifson, 1953)

Ennek sordn azt vizsgéltuk, hogy a baktériumok képesek-e a D-gliikdz oxidativ vagy

fermentativ lebontasara.



Elkészitettiik a steril alaptaptalajt, melynek Osszetétele a kovetkezo:

pepton 2049
NaCl 509
K;HPO, 03¢
poragar 300
bromtimolkék 0,2%-0s

vizes oldata 15 ml
desztillalt viz 1000 ml

pH=7,1-7,2

15percig, 121°C-on valo sterilezés

A taptalajhoz annyi steril gliikéz oldatot adtunk, hogy 1%-o0s legyen a végkoncentracio.
Ezutan a taptalajt tartalmazd csovek felének tetejére a glikkdz fermentativ értékesitésének
vizsgalatdhoz 1 cm magassagban paraffinolajat rétegeztiink, hogy elzarjuk az oxigéntdl a
kémcsO belsejét. Az igy elkésziilt félszilard magasagarokba szhrassal beleoltottunk egy
kacsnyi baktériumot, ezutn egy, illetve két hétig inkubaltuk 28 °C-on.

A fermentativ cs6 esetén akkor tekinthettiik a reakcidt pozitivnak, ha mindkét csé teljesen
sarga szindl lett. Az oxidativ cs6nél, ha erés savképzés volt, akkor a csé fels6 harmadaban
jelentkezett a sarga szinreakcio, gyenge savképzés esetén pedig a sarga elszinez6dés csak a
cs6 legfelsé rétegében volt detektalhatd. Az utdbbi két esetben a fermentativ cs6ben nem

tortént szinvaltozas.

Ureaz aktivitas (Christensen, 1946)

Ez a teszt arra valo, hogy megvizsgaljuk a baktériumok urea bontd képességét, ami az

ureaz nevu enzimmel torténhet.
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Elkészitettiik az alaptaplevest, melynek Gsszetétele:

pepton 109
gliikoz 10¢9
NaCl 5090
KH2PO4 2049
Bacto-fenolvoros 0,012 g
agar 189
desztillalt viz 1000ml
pH=6,8-7,0

sterilizalas: 121°C, 15 perc, 50°C-ra hiitve.

Ehhez a leveshez 100 ml, steril 20%-os urea oldatot adagoltunk. Az igy elkésziilt urea
taplevesbe 100 ul baktériumszuszpenziot pipettaztunk és 28 °C-on egy hétig inkubaltuk.

Pozitiv reakcio esetén a téptalaj pirosas lildra szinezddott el, mivel az uredt a baktériumok
el tudjak hidrolizalni ammoniava, ami ligos és a fenolvords indikatort pirosas lilara szinezi.

Negativ reakcid esetén a taptalaj szine nem valtozott.

Metilvorés (MV) és Voges-Proskauer (VP) reakciok (Cowan és Steel, 1974)

Ezt a vizsgélatot annak eldontésére végeztiik el, hogy az adott baktérium képes-e a gliikozt
acetoinna fermentalni.

Elkészitettiik a gliikoz-foszfat taplevest, melynek Osszetétele a kovetkezo:

Proteose pepton 7049
K2HPO4 5009
gliik6z 504
desztillalt viz 1000 ml

sterilezés: 121°C-on, 15 perc
A taplevesbe 100 pl baktériumszuszpenziot pipettaztunk és 28 °C-on egy hétig inkubaltuk.

Utana a beoltott gliikoz-foszfat taplevesbdl 1 ml-t atontottiink egy masik kémcsdébe, hogy

kiilon-kiilon el tudjuk végezni az MV ¢és VP reakcidkat is. Az MV reakcional harom csepp
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metilvorés indikatort, a VP reakcional 1 ml 5%-os Barrit A (a-naphtol), (96%-os alkoholban
oldva) és 0,5 ml Barrit B (KOH) reagenst adtunk a tapleveshez.

Az MV reakciot akkor tekintettilk pozitivhak, ha piros elszinez6dést figyeltiink meg a
taplevesben, ezt a metilvords indikator savas kozegben, acetoin hatdsara mutatta. Negativ
reakcid esetén nem lattunk ilyen szinvaltozast.

A VP reakci6 is akkor volt pozitiv, ha piros szinreakciot lathattunk. Ennek oka az volt,
hogy a Barrit A és Barrit B reagens egymassal reagalt és alkohol illetve oxigén jelenlétében
acetoinnal piros diacetil-kreatin komplexet képezett 20 percen beliil. Negativ reakcid esetén

ez a szinvaltozas nem volt megfigyelheto.

Indolképzés (Cowan és Steel, 1974)
Ez a teszt arra valo, hogy megvizsgaljuk a baktériumok triptofdn bont6 képességét.
100 pl baktérium-szuszpenziot pipettaztunk pepton levesbe és egy hétig inkubaltuk
28 °C-on.
Ezek utan 200 pl Kovacs-reagenst adtunk a tapleveshez és vortexeltiik. A reagens
Osszetétele a kovetkezd:
p-dimetil-amino-benzaldehid 5090
izo-amilalkohol 75,0 ml
cc. HCI 25,0 ml

Pozitiv reakcio esetén pirosas lilas elszinezddést lathattunk a tapleves tetején, ellenkezd
esetben nem volt megfigyelhet ilyen elszinezddés. Ennek oka, hogy egyes baktériumok
képesek a tapkozegben 1évé fehérjék bomlasabol keletkezd triptofant elbontani
pirosz6lésavva és indolla. Az utobbit Kovacs-reagenssel detektaltuk, ami soran pirosas lilas
szinli rozindol termék keletkezik.

Negativ reakcio esetén pedig sargés elszinezddést figyelhettiink meg.
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Disszimilativ nitratredukci6 kimutdtdsa (Cowan és Steel, 1974)

Ennek soran azt vizsgaltuk, hogy a baktériumoknak van-e nitrat redukald képességiik, ami
soran nitrit, nitrogéngaz, ammonia illetve dinitrogén-oxid keletkezhet.

Elkészitettiik a nitratlevest, melynek dsszetétele a kovetkezo:

KNO3 109
huskivonat 309
pepton (Proteose) 500
desztillalt viz 1000 mi

sterilezés: 121°C-on, 15perc

Két kémcsonyi taplevesbe 100-100 ul baktérium-szuszpenziot pipettaztunk, majd egy hétig
inkubaltuk 28 °C-on. Az egyik csébe Durham-csdveket tettiink.

Nitrogéngaz kimutatasa

Pozitiv eredmény esetén a Durham-csében buborékokat figyelhettink meg, ami a

nitrogéngaz fejlédésre utalt. Ellenkezd esetben megativnak tekinthettiik a reakciot.

Nitrit kimutatdsa

Az egyik kémcsé tartalmahoz harom csepp Griess-llosvay-féle reagenst (szulfanilsav és o-
naftilamin 5N ecetsavban oldva) adtunk hozza.

Az jelentette a pozitiv reakcidt, ha a tdplevesben piros elszinezddést figyelhettiink meg. Ezt
egy azofesték okozta, ami ugy keletkezett, hogy a Griess-Ilosvay reagens Osszetevoi
reakcidba 1épnek egymadssal. Az ecetsav hatdsara a keletkezd nitritbdl salétromsav lesz, amitdl
a szulfinsavbol diazonium s6 keletkezik, ez a-naftilaminnal egyiitt alkotja a piros azofestéket.

Negativ eredmény esetén nem figyelhettiink meg szinvaltozast.

Ammonia kimutatasa

A masik csébe harom-harom csepp Nessler A (kalium-tetrajodo-merkurat(Il))illetve
Nessler B (NaOH) oldatot cseppentettiink.

Pozitiv reakci6 esetén narancssarga szinvaltozast figyelhettiink meg, a keletkez6 ammonia
és a Nessler A és B reagensek altal egyiitt képzett Hg(Il)-[amido-trijodi-merkurat(Il)]

komplex miatt tortént. Negativ eredmény esetén nem volt szinreakcid.
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Okologiai tiirdképesséq vizsgalata:

A novekedés hOmérsékleti optimumanak meghatarozasa

Ehhez a teszthez a torzseknek megfeleld tapleveseket készitettiink, majd ezekbe kevés
baktérium szuszpenzidt pipettaztunk és kiilonbdzé héfoku termosztatokba tettiik (4°C, 28 °C,
37 °C, 45 °C), ahol egy hétig inkubaltuk. Ezutdn figyeltikk a novekedésiiket a kontrollhoz

viszonyitva, ami a szobahémérsékleten (28°C) hagyott kémcsdvet jelentette.

Sotiirés vizsgalata

Ennek soran elkészitettiik a torzseknek megfeleld tapleveseket 0%, 1,5%, 2,5%, 5%-0s
NaCl koncentracidval, baktérium szuszpenziot pipettaztunk bele és szobahOmérsékleten egy

hétig inkubaltuk. Ezek utan figyeltiik a baktériumok novekedését a 0%-os cs6hdz viszonyitva.

pH tolerancia vizsgalata

Ennél a tesztnél ismét megfeleld tapleveseket készitettiink a pH3- pH11-es tartomanyban,
baktérium szuszpenziot oltottunk bele és szobahdmérsékleten egy hétig inkubaltuk. Ezutan

kiértékeltiik a baktériumok novekedését a kontrollhoz viszonyitva, ami a pH7 volt.

Gyorstesztek:

Api® ZYM (bioMérieux SA)

Ez a teszt a baktériumok enzimaktivitasanak vizsgalatara szolgal, amit egy csikon 1év6 20

mikrocs6 alkot, aljukon enzimatikus szubsztattal és ennek pufferével.

e Mintak elokészitése:

Fiatal baktériumtorzseinkbdl 5 ml 5 McFarlandes szuszpenziot készitettiink

e A rendszer elokészitése:

Az inkubalé doboz kis valyuiba steril desztillalt vizet toltottiink, hogy
biztositsuk a megfeleld nedvességtartalmat a baktériumok szdmara.

e A csikok leoltésa:

A mikrocsovekbe 65 pl baktériumszuszpenziot pipettaztunk.
e Inkubécio:
A a csikot 37 °C-on inkubaltuk és 4 ora illetve 1 nap utan értékeltiik ki az

eredményeket.
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o Kiértékelés:
Mindegyik mikrocsébe 1-1 csepp ZYM A ¢és ZYM B reagenst cseppentettiink,
ezutan a megfigyelt szinreakciok alapjan kovetkeztettiink a reakcié kimenetelére

(1.tablazat).

Vizsgalt enzim Eredmény
Pozitiv | Negativ
1 kontroll szintelen vagy a minta szine
(ha az intenziv szint mutat)
2 Alkalikus foszfataz lila
3 Eszteraz (C 4) lila
4 Eszterdz Lipaz (C 8) lila
5 Lipaz (C 14) lila
6 Leucin-arilamidaz narancssarga
7 Valin-arilamidaz narancssarga
8 Cisztin-arilamidaz narancssarga
9 Tripszin narancssarga
10 a-kimotripszin narancssarga
11 Savas foszfataz lila szintelen vagy
12 Naftol-AS-BI- kék nagyon
foszfohidrolaz halvany sarga
13 a-galaktozidaz lila
14 B-galaktozidaz lila
15 B-gliikuronidaz kék
16 a-glikkoziddz lila
17 B- glitkozidaz lila
18 N-acetil-- barna
glilkozaminidaz
19 a-mannozidaz lila
20 a-fukozidaz lila

1. tablazat: Api® ZYM kiértékeld tablézat

Api® 50CH (bioMérieux SA)

Ez a baktériumok szénforrds hasznositasanak vizsgdlatira valo rendszer, amit egy csikon
1év6 50 mikrocsd alkot, aljukon a megfeleld szénforrasokkal.

e Mintak el6készitése:

Baktérium szuszpenzidt készitettink az Api® ZYM esetén mar leirt modon,
azzal a kiilonbséggel, hogy itt API CHB/E médiumot hasznaltunk hozza.

e A rendszer elokészitése:

Hasonléan, mint az Api® ZYM rendszemél, az inkubalé doboz kis valyaiba
steril desztillalt vizet toltottiink.

e A csikok leoltasa:

A mikrocsoveket feltoltottiik baktérium szuszpenzidval.
e Inkubécio:
Egy napig szobahémérsékleten inkubaltuk a csikokat.
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o Kiértékelés:
Pozitiv eredmény esetén a fenolvords pH indikator szine sargara valtozott,

kivéve az eszkulinos csonél, mert ott feketére.

3.3 16 S rRNS génjének teljes szekvenalasa

DNS izolaldsa

A baktériumsejteket mechanikus tton, iiveggyongyokkel tartuk fel. Ennek soran 100 pl
didesztillalt vizbe (DNaz mentes) raktunk egy kacsnyi baktériumot. Ezutan egy késhegynyi
steril tiveggyongyot adtunk hozza, majd sejtmalomban 6roltiik 30/sec frekvencian 2 percig.
Az igy kapott lizatumot 10000 g-n centrifugaltuk és PCR késziilékben 99°C-on 5 percig
denaturaltuk. (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 késziilék). Utana 10000 g
-vel 2-3 percig centrifugaltuk, majd vortexeltiik.

A torzsek 16S rRNS géniének polimerdz lancreakcidval vald felszaporitasa

Torzseink 16S rRNS génjét teljes hosszban (kb. 1500 bazispar) felszaporitottuk polimeraz

lancreakcid (PCR) segitségével (Homonnay és mtsai, 2006).

10x Tag-puffer (Fermentas) 5ul
MgCl,-oldat (Fermentas) 4 ul
dNTP (Fermentas; 10mM) 10 pul
DEPC kezelt viz 26 ul
27 f primer (6,5x10™/ pl) 0,5 pl
1492 r primer (6,510 pl) 0,5 pul

Taq polimeraz (Fermentas; 1 U/ pl) 2 ul

DNS templat 1 ul
BSA (20 mg/ml) 1wl
50 ul

16



Hoprofil:

kezdeti denaturacio (98 °C): 5 perc
denaturacié (94 °C): 30 mp

anellacio (52 °C): 30 mp 30 ciklus
extenzi6 (72 °C): 1,5 perc

o~ Wb

végsd extenzid (72 °C): 10 perc

Mivel a denaturacié 98 °C-on tortént, ahol a Taq polimeraz féléletideje nagyon rdvid, igy

ebbdl 1 pul helyett 2 pl-t mértiink hozza a PCR reakciohoz.

A PCR termékeket agaroz gél elektroforézissel detektaltuk (1% gél TBE pufterben).

A PCR termék meqtisztitisa

Ez a folyamat az EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit (Bio Basic Inc.) protokollja
szerint zajlott le.

1. A PCR terméket egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe tettiik és 3x-os térfogatnyi
kotopuffert adtunk hozza. Kézzel kicsit fel-le forgattuk, hogy 6sszekeveredjen.

2. Ezt az oldatot az EZ-10 oszlopra vittiik at és allni hagytuk szobahémérsékleten 2
percig, majd centrifugaltuk 10000 g-vel 2 percig.

3. Eltavolitottuk az atfolyot, ezutdn 750 pl moséd oldatot pipettdztunk az oszlopra és
10000 g-vel 2 percig centrifugaltuk.

4. Megismételtiik a mosast a 3. pont alapjan. Utana még 1 percig centrifugaltuk az
oszlopot 10000 g-vel, hogy eltavolitsuk a maradék mosoé oldatot is.

5. Az oszlopot attettiik egy tires 1,5 ml-es Eppendorf csébe, majd 2x 20 pl elucios puffert
mértiink az oszlopra és szobahémérsékleten inkubaltuk 2 percig, majd centrifugaltuk

10000 g-vel 2 percig, hogy a DNS elualdodjon.
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Szekvenalo reakcio

A mintainkat BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kittel (Applied Biosystems),
négyfajta primerrel (338f, 803f, 1055f, 519r) szekvenaltuk. Egy primerre a reakcid

Osszetétele:
Big Dye™ Terminator 1ul
Big Dye™ Puffer 1,5 ul
primer (6,5x10™/ul) 0,5 ul
DNS Templat 3ul
DEPC kezelt viz (Roth) 4 ul
10 pul
A reakci6 héprofilja:

1. denaturacié (96 °C): 10 perc
2. anellacio (50 °C): 5 perc 30 ciklus
3. extenzid (60 °C): 4 perc

PCR termék tisztitdsa etanolos precipitacioval

A reakcidterméket megtisztitottuk, melynek sordn 80ul precipitald reagenst mértiink a
mintahoz [3 pl Na-acetat, 62,5 ul 95%-os etanol, 14,5 ul DEPC kezelt desztillalt viz (Roth)].
Vortexeltiik, majd 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, ezutan 4°C-on 18600 g-vel 20
percig centrifugaltuk. A feliiliszot ledntottilk, majd a csapadékhoz 250 pl 70%-0s etanolt
adtunk. Alapos vortexelést kdvetéen 4°C-on 18600 g-vel 10 percig centrifugaltuk, végiil a

feliiluszo ledntése utan a csapadékot vakuumcentrifugaban kiszaritottuk.
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Szekvenciaadatok javitasa, kiértékelése

A szekvenciainkat a MEGA 3.1 programmal (Kumar és mtsai, 2004) illesztettiik, majd az
EzTaxon (http://www.eztaxon.org) segitségével (Chun és mtsai, 2007) megkerestik a
hozzajuk legkozelebb all6 rokon fajokat. Az 0j taxonok és a filogenetikailag hozzajuk kozel
allo rokonaik szekvenciai alapjan filogenetikai fakat készitettiink, tobbféle modszerrel, a
dolgozatban a Neighbour-Joining (Saitou és Nei, 1987) moddszerrel késziilt filogenetikai

torzsfak szerepelnek.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A Herminiimonas arsenicoxidans (Muller és mtsai, 2006) és Mycobacterium hodleri
(Kleespies ¢és mtsai, 1996) esetén az Osszehasonlitashoz szakirodalmi adatokra

tamaszkodtunk, mivel autentikus torzsek nem alltak rendelkezésre a vizsgalatokhoz.

4.1. PYM3-14 baktériumtorzs fenotipusos és genotipusos jellemzoi

A filogenetikai fa (3. abra)

5g) Xanthomonas esicatoria ATCC 35937T
N o il alapjan  az  4ltalunk  izolalt
Xanthomonas gardneri ATCC 19865 T
Xanthomonas cynarae CFBP4188T
Xanthomonas cucurbitae LMG 690T

] ¢és mtsai, 2009) és a Lysobacter

Lysobacter panaciterae Gsoil 068 T

100

torzshoz az Arenimonas (Aslam

Th fusca type strain: LMG 21737

: — s 0S-56T (Ten és mtsai, 2009) nemzetségek

Lysob by KCTC 12130T
\_71";Lysobacterdaecheongensis Dae08 allnak a legkozelebb, melyek a y'

PYM3-14 .
Arenimonas oryziterrae YC6267T P rOteO baCte I" | a.

Arenimonas metalli CF5-1T

Arenimonas composti TR7-09 T Xanthomonad aceae (Synder és

Arenimonas daejeonensis T7-07 T

Arenimnas mafhae CC-IY-1 mtsai, 2010) csaladjaba tartoznak.
Escherichia coli DSM 30083 ATCC 11775T
A PYM3-14 legkozelebbi rokonai

H
0.001

3. dbra: PYMB3-14 és rokonai teljes 16S rDNS szekvenciAja alapjan késziilt ~ aZ Arenimonas oryziterrae
filogenetikai fa. 1000 l16kuszonként 1 nukleotid eltérés .
(Aslam ¢és mtsai, 2009) ¢és a

Lysobaacter brunescens (Christensen és Cook, 1978). Az PYM3-14-hez a 16S rDNS
szekvenciaja alapjan meghatarozhat6 hasonlosag az Arenimonas oryziterrae esetén 95,24%,
Lysobaacter brunescens esetén 94,47%. A filogenetikai torzsfat vizsgalva a PYM3-14 kiilon
agat képvisel. Azt, hogy az altalunk izolalt baktériumtorzs 0 fajt képvisel-e a nemzetségen
beliil, vagy teljesen ) nemzetség, fenotipusos tulajdonsagaik ¢és kemotaxondémiai markereik

alapjan lehet eldonteni.

Az 1. képen a PYM3-14 morfologiaja lathato:
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1. kép: PYM3-14 egyszerii festéssel késziilt mikroszkopi képe

A PYMB3-14 részletes tulajdonsagait az 1. tablazat tartalmazza.

Az altalunk izoldlt PYM3-14 torzs szamos eltérést mutat a hozza legkozelebb 4llo
Arenimonas oryziterraetél (DSM 21050) (1. tablazat). E szerint a lipaz aktivitas jellemz6 a
torzsiinkre, mig az autentikus torzsbol hianyzik. Ellenben az ammonifikacio; valin-arilamidaz,
cisztin-arilamidaz, o-kimotripszin aktivitds és mannitol hasznositds csak az Arenimonas
oryziterrae-re jellemzé. A PYM3-14 1,5 %-os sokoncentracion jobban né az Arenimonas
oryziterraenél, viszont az autentikus térzs 37°C-on és pH5-6n n6 jobban, mint a PYM3-14. A
sejtek méretében is eltérés figyelhetd meg.

A PYM3-14 torzset 6sszehasonlitva a Lysobacter brunescens tipustorzsével (DSM 6979) (2.
tablazat), pH5 és pHI11 esetén a PYM3-14 nd, a Lysobacter brunescens viszont nem. Az a-
gliikozidaz aktivitas, N-acetil gliikozamin, indol és eszkulin hasznosités, a 45°C és 2,5%-0s s6
tlirése csak az autentikus torzsre jellemz6. A sejtek alakjukban, méretiikben is eltérnek
egymastol. A Lysobacter brunescens 37°C —on jobban nd a torzsiinknél. A 37°C-on vald

novekedést tekintve a PYM3-14 torzs mindkét rokon fajtol elkiiloniil.

Megallapithatd, hogy genotipusos vizsgalatainkat aldtdmasztva a PYM3-14 torzs
fenotipusosan is egyértelmiien elkiiloniil rokonaitol.
Génbanki szama HE616177, torzsgylijteményi szama DSM 25526, javasolt Gj taxon neve:

Arenimonas subflavus, indikalva sargas szinét.
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Faj neve Lysobacter | Arenimonas | Faj neve/torzs | PYM3-14 | Lysobacter | Arenimonas
brunescens | oryziterrae | jelzése brunescens oryziterrae
DSM 6979 DSM21050
Torzs jelzése PYM3-14 DSM 6979 | DSM 21050 | a-metil-D- - - -
mannozid
Téptalajok R2A R2A R2A N-acetil - + -
glitkkézamin
KLASSZIKUS FENOTIPUSOS TESZTEK Arbutin - - -
Keményité - - - Arbutin - - -
Glii (Oxidativ) - - - Eszculin - + -
Glii(Fermentativ) - - - Szalicin - - -
Ureaz - - - Cellobiéz - - -
Metilviros - - - Maltéz - - -
Voges-Proskauer - - - Laktéz - - -
Indol - + - Melibiéz - - -
NO3;— N, - - - Szukréz - - -
NOs;- NO, - - - Trehaloz - - -
NO;—NH 3 - - + Inulin - - -
APl ZYM Melezitoz - - -
Alkalikus + + + D-raffinéz - - -
foszfatiz
Eszteraz(C4) + - + Keményité - - -
Eszteriz lipaz C8) + + + Glikogén - - -
Lipaz(C14) + + - Xilitol - - -
Leucin- + + + B-gentiobiéz - - -
arilamidaz
Valin-arilamidaz - - + D-turanéz - - -
Cisztin- - - + D-lix6z - - -
arilamidaz
Tripszin + + + D-tagatéz - - -
a-kimotripszin - - + D-fukéz - - -
Savas foszfataz + + + L-fukéz . . -
Naftol-AS-BI- + + + D-arabitol - - -
foszfohidrolaz
a-galaktozidaz - - - L-arabitol - - -
B-galaktozidaz - - - Gliikonat - - -
B-gliikuronidaz - - - 2-keto- - - -
gliikonat
a-gliikozidaz - + - 5-keto- - - -
gliikonat
B-gliikozidaz - - - MORFOLOGIA
N-acetil-B- - - - Gram festés - - -
gliikozaminidaz
o-mannozidaz - - - Alak palcika pélcika, palcika
fonal
a-fukozidaz - - - Csoportosulas | maganyos maganyos maganyos,
parokban,
csoportosulva
- X - X 7- - X -
API 50CH Méretek (um) 06,28?2’?1 02 037 05 02”66 23
Glicerin - - - OKOLOGIAI TESZTEK
Eritriol - - - 4°C - - -
D-arabinéz - - - 28°C +++ ++ +++
L-arabinéz - - - 37°C + +++ ++++
Ribéz - - - 45°C - +++ -
D-xiléz - - - pH3 - - -
L-xiloz - - - pH4 - - -
Adonitol - - - pH5 + - +++
B-metil-D-xilozid - - - pH6 +++ ++ +++
Galaktoz - - - pH7 +++ +++ +++
D-gliikéz - - - pHS8 +++ +++ +++
D-fruktoéz - - - pH9 ++ +++ ++
D-mannéz - - - pH10 + + +
L-szorboz - - - pH11 + - +
Ramnoz - - - 0%NaCl +++ +++ +++
Dulcitol - - - 1,5%NacCl +++ ++ +
Inozitol - - 2,5%NaCl - + -
Mannitol - - + 5%NaCl - - -
Szorbitol - - -

2. tablazat: A PYM3-14 és legkozelebbi rokonainak fenotipusos tulajdonsagai (+: gyenge pozitiv reakciél)
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4.2 M4-14 baktériumtorzs fenotipusos és genotipusos jellemzoi

A filogenetikai fa (4. abra) alapjan az altalunk izolalt térzs Az Undibacterium nemzetséggel

a7 Herbaspirillum lusitanum P6-12T
—:Hemaspimlum autotrophicum IAM 14942
Herbaspirillum huttiense ATCC 14670T
—99: Herbaspirillum frisingense GSF30T
Oxalici ium faecigallinarum YOxT (CCM 2767 DSM 21641)
Glaciimonas immobilis Cr9-30T (DSM 23240 LMG 25547)
Paucimonas lemoignei LMG 2207 T

Herminiimonas aquatilis CCUG 36956T
Herminiimonas saxobsidens NS11T

Herminiimonas arsenicoxydans ULPAs1

Undil ium pigrum CCUG 49009T
Undibacterium oligocarboniphilum EM 1
Undibacterium parwum CCUG 49012T
M4-14

Agquaspirillum arcticum 1AM 14963

Janthinobacterium agaricidamnosum W1r3T

Janthinobacterium lividum DSM 1522T

Massilia consociata CCUG 58010T

Duganella violaceinigra YIM 31327T

Massilia dura 16T (CCTCC AB204070 KCTC 12342)
Massilia aurea AP13T

Telluria mixta ACM17

0o

4. abra: M4-14 torzs és rokonai teljes 16S rDNS szekvencidja alapjan késziilt
filogenetikai fa. 100 l6kuszonként 1 nukleotid eltéré

kozeli (Kampfer ¢és mitsai,
2007), a  Herminiimonas
(Muller ¢és mtsai, 2006)
nemzetséggel tavoli rokonsagot
mutat. Ezek a taxonok a

S-Proteobacteria
Oxalobacteriaceae csaladjaba
tartoznak. Az M4-14 torzs
legkdzelebbi rokonai az
Undibacterium parvum (Eder
et al., 2011), az Undibacterium

pigrum (Kampfer és mtasi,

2007) és a Herminiimonas arsenicoxidans (Muller és mtsai, 2006). Az M4-14-hez az 16S

rDNS szekvencidja alapjan meghatarozhaté hasonlosag az Undibacterium parvum esetén

96,33%, az Undibacterium pigrumnal 96,05%, a Herminiimonas arsenicoxidansnal 96,15%.

Az M4-14 baktériumtorzs a filogenetikai fan kiilon agat képvisel.

A 2. képen az M4-14 egyszerl festéssel késziilt képe lathato:
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2. kép: M4-14 egyszerii festéssel késziilt mikroszkopi képe

A képen jol latszik, hogy a hosszabb-rovidebb palcikak mellett fonalas formak megjelenése is

eléfordul, ami legkozelebbi rokonaira nem jellemzd.

Az M4-14 részletes tulajdonsagait a 3. tablazat tartalmazza.
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Faj neve Undibacterium | Faj neve/torzs M4-14 _Undibacterium
pigrum jelzése pigrum DSM 19792

Torzs jelzése M4-14 DSM 19792 Szorbitol - -
Taptalajok R2A R2A a-metil-D-mannozid - -

KLASSZIKUS FENOTIPUSOS TESZTEK N-acetil gliikozamin - -
Foszfataz +H+ +H+ Amigdalin - -
Glii (Oxidativ) - - Arbutin - -
Glii(Fermentativ) - - Eszculin - +
Ureaz - - Szalicin - -
Metilvoros - - Cellobioz - -
Voges-Proskauer - - Maltéz - -
Indol - - Laktoz - -
N03 - Nz - + Melibioz - -
NO;—- NO, - + Szukroéz - -
NOs;—-NH 3 + +++ Trehaléz - -

API ZYM Inulin - -
AlKkalikus foszfataz + + Melezitéz - -
Eszteraz(C4) - + D-raffinéz - -
Kszteraz lipaz (C8) - + Keményité - -
Lipaz(C14) - - Glikogén - -
Leucin-arilamidaz + + Xilitol - -
Valin-arilamidaz + + B-gentiobioz - -
Cisztin-arilamidaz - - D-turanéz - -
Tripszin - + D-lix6z - -
a-kimotripszin + - D-tagatéz - -
Savas foszfataz + + D-fukoz - -
Naftol-AS-BI- .
foarfobidroliy * * L-fukéz - -
a-galaktozidaz - - D-arabitol - -
B-galaktozidaz - - L-arabitol - -
B-glitkuronidaz - - Gliikonat - -
a-gliikozidaz - + 2-keto-glitkonat - -
B-gliikozidaz - - 5-keto-gliikonat - -
N-acetil B - - MORFOLOGIA
gliikozaminidaz
a-mannozidaz - - Gram festés - -
fonal,
a-fukozidaz - - Alak palcika, palcika
hajlitott
API 50CH OKOLOGIAI TESZTEK

Glicerin - - 4°C - ++
Eritriol - - 28°C A +H+
D-arabinéz - - 37°C - ++
L-arabinéz - - 45°C - -
Ribéz - - pH3 - -
D-xiléz - - pH4 - _
L-xiléz - - pH5 - St
Adonitol - - pH6 ++ +H+
B-metil-D-xilozid - - pH7 +H +H+
Galaktoz - - pHS8 4+ 4+
D-gliikéz - - pH9 4+ +++
D-fruktoz - - pH10 + 4
D-mannéz - - pH11 - ++
L-szorboz - - 0%NacCl +++ +++
Ramnoz - - 1,5%NacCl +++ -+
Dulcitol - - 2,5%NaCl ++ -
Inozitol - - 5%NaCl - -
Mannitol - -

3. tablazat: Az M4-14 és kozeli rokonanak fenotipusos tulajdonsagai (+: gyenge pozitiv reakcio; sziirke szin: M4-14 eltér mindkét
autentikus torzst6l)

24



Torzsiinket 6sszehasonlitva az Undibacterium pigrum tipustorzsével (DSM 19792) (2.

tablazat), az a-kimotripszin aktivitas csak az M4-14-re igaz. A nitrogéngaz képzés, nitrat
nitritté redukdldsa, C, észterdz, Cg észteraz lipaz, tripszin, o-glilkozidaz aktivitds és az
eszkulin hasznositasa csak az autentikus torzsre igaz, az M4-14-re nem. Az M4-14 torzset
fenotipusos tulajdonsagai (2. tablazat) alapjan Osszehasonlitva a Herminiimonas
arsenicoxidans tipustorzsével (DSM 17148), a nitrogéngaz képzés és a 4°C-on vald
novekedés az M4-14 térzsre nem, az autentikus fajra viszont jellemzd, illetve méretiikben,
alakjukban is eltérnek egymastol. (Az autentikus torzsre a hajlitott vagy bunkos végii palcika
¢s 0,5 pm -0,7umx1,0 um -2,5um méret jellemzo).
Az M4-14 és a Herminiimonas arsenicoxidans torzsek is rendelkeznek az ammonifikacio, a
28 °C, a pH7 és pHS tiirésének tulajdonsagaival, illetve Gram festédésiik is megegyezik. A
szukréz, inulin, maltéz, D-gliikéz fermentativ hasznositasa, uredz aktivitas, indol képzés,
ammonifikacio, 37 °C, 45 °C-on valé novekedés sem az M4-14 —re sem a Herminiimonas
arsenicoxidansra nem jellemz6. Megallapithatdo, hogy genotipusos vizsgalatainkat
alatdmasztva az M4-14 torzs fenotipusosan is egyértelmiien elkiiloniil rokonaitdl.

Génbanki szama HE616176, javasolt uj taxon neve Undibacterium hungaricum, jelezve

szarmazasat.

100 — M4 10 ,

weo 43  M4-9 és M4-10
Rhizobacter dauci H6 T (ATCC43778)
Rhizobacter fulvs Gsoil 322 T
PM1T

BF49 T

93

baktériumtorzsek fenotipusos és

99

meCTT28 T genotipusos jellemz6i
parwm B6 T
Aquabacterium commune B8 T
B4T
Leptothrix cholodnii CCM 1827 T AZ M 4_9 és M4_10 to'rzsek a
Leptothrix mobilis Feox-1 T
I L10T . - . . ,
doonsla cous soerT filogenetikai fa szerint (5. abra) a
Rubrivivax benzoatilyticus JA2 T
e ot Rhizobacter nemzetséghez  allnak
Kinneretia asaccharophila KIN192 T
ity kozel (Goto és Kuwata, 1988), ami a
CCUG 52769 T
Roseateles aquatilis CCUG 48205 T -
Roscatoies depolymerans 61627 (DSM1 1514 y-Proteobacteria Pseudomonadaceae
Roseateles terrae CCUG 52222 T
CS6T

csaladjaba tartozik. Az altalunk

o izolalt  torzsek  legkdzvetlenebb
5. abra- M9 és M4-10 torzsek és rokonai teljes 16S rDNS szekvencidja rokonai a Rhizobacter dauci (GOtO és
alapjan késziilt filogenetikai fa. 100 l6kuszonként 1 nukleotid eltérés ]

Kuwata, 1988) és a Rhizobacter fulvus
(Yoon és mtsai, 2007). Az 16S rDNS szekvenciaja alapjan meghatdrozhaté hasonlosag az
M4-9 ¢és M4-10 kozott 99,86%, igy ezek nagy valdszinliséggel egy fajt alkotnak, ezt a DNS-
DNS hibridizacié donti el. E hasonlésag az M4-9 és M4-10-hoz a Rhizobacter daucinal

98,55%, a Rhizobacter fulvusnal 98,01%. Az M4-9 és M4-10 torzsek a filogenetikai fan

25



elkiilontlilnek ugyan a legkdzelebbi rokonaiktol, egymashoz viszont nagyon kozel allnak. Az,
hogy egyaltalan 0j faj-e, a fenotipus donti el. A 3. és 4. képen az M4-9 illetve az M4-10

morfoldgiaja lathato:
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3. kép: M4-9 egyszerd festéssel késziilt mikroszkopi képe 4. kep. M4-10 egyszeri festéssel késziilt mikroszkopi képe
Ha 6sszehasonlitjuk az M4-9 illetve M4-10 baktériumtorzseket fenotipusos tulajdonsagaik

alapjan egymassal, illetve legkozelebbi rokonuk, a Rhizobacter dauci tipustorzsével (DSM
11587), majd a Rhizobacter fulvus tipustorzsével (DSM 19916), az M4-10 rendelkezik a nitrat
nitritté valo redukaldsanak tulajdonsagaval, mig az M4-9 nem, az M4-9 viszont nd 4°C-on és
van cisztin-arilamidaz aktivitasa az M4-10-el ellentétben. Igy a két torzs kozti eltérés nem
jelentds, ami valosziniisiti azonos fajhoz valo tartozasukat. A nitrat nitritté valo redukcidja
csak az M4-10-re és a Rhizobacter fulvusra jellemzd, mig a valin-arilamidaz aktivitas csak a
Rhizobacter fulvusnal nem fordul eld. A B-gliikozidaz aktivitas csak a Rhizobacter fulvusnal
van jelen. Az eritriol-, L-arabin6z-, rib6z-, D-manno6z-, szukroz-, glikogénhasznositas, pH11,
1,5%NaCl, 2,5%NaCl toleranciaja illetve a hajlitott palcika alak csak a Rhizobacter daucira
jellemzd. Az M4-9 térzs nétt 4°C-on is, mig a tobbi nem. A cisztin-arilamidaz aktivitas csak
az M4-10 esetén hianyzik. Megallapithato, hogy mig a Naftol-AS-Bl-foszfohidrolaz
miikddés, illetve a hosszabb méret csak az M4-9-re és M4-10-re igaz és az autentikusokra
nem, addig a foszfataz és alkalikus foszfataz aktivitas, keményitd- illetve eszkulinbontas, pHS
¢s pH10 tiirése mindkét rokon fajra jellemzd és az 1) torzsekre nem. Méretiiket tekintve is
eltérnek torzseink az autentikusoktol: az altalunk izolalt baktériumok nagyobbak.
Eredményeink szerint az M4-9 és M4-10 baktériumtorzsek egymastol nem, az autentikus
fajoktol viszont elkiiloniilnek, valosziniileg azonos fajhoz tartoznak, de a Rhizobacter
nemzetségen beliil Uj fajt képviselnek. Ennek alatdmasztasara DNS-DNS hibridizécio

elvégzése sziikséges. Az M4-9 és M4-10 tulajdonsagait a 4. tdblazat tartalmazza:
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Faj neve Rhizobacter | Rhizobacter | Faj neve/torzs | M4-9 | M4-10 | Rhizobacter Rhizobacter fulvus
dauci fulvus jelzése dauciDSM11587 DSM 19916
Torzs jelzése M4-9 | M4-10 DSM 11587 | DSM 19916 | Szorbitol - - - -
Taptalajok R2A | R2A YM R2A a-metil-D-
mannozid ) ) ) )
: N-acetil
KLASSZIKUS FENOTIPUSOS TESZTEK oy, . - - - -
glitkkézamin
Keményité - - + + Amigdalin - - - -
Foszfataz = = AP iy Arbutin - - - -
Glii (Oxidativ) - - - - Eszculin - - + +
Glii(Fermentativ) - - - - Szalicin - - - -
Ureaz - - - - Cellobiéz - - - -
Metilvoros - - - - Maltéz - - - -
Voges-Proskauer - - - - Laktéz - - - -
Indol - - - - Melibiéz - - - -
NOs;- N, - - - - Szukréz - - + -
NO;— NO, - + - + Trehaléz - - - -
NO3;-NH 3 - - - - Inulin - - - -
APY ZYM Melezit6z - - - -
Alkalikus foszfataz - - + D-raffinéz - - - -
Eszteraz(C4) + + Keményité - - - -
Eszteraz lipaz C8) + + + + Glikogén - - + -
Lipaz(C14) - - - - Xilitol - - - -
Leucin-arilamidaz + + + + B-gentiobiéz - - - -
Valin-arilamidaz + + + - D-turanoéz - - - -
Cisztin-arilamidaz + - + + D-lixéz - - - -
Tripszin - - - - D-tagatéz - - - -
a-kimotripszin - - D-fukéz - - - -
Savas foszfatiz - - - - L-fukoz - - - -
Naftol-AS-BI- .
foszfohidrolaz * * ) ) D-arabitol ) ) ) )
a-galaktozidiz - - - - L-arabitol - - - -
B-galaktozidaz - - - - Gliikonat - - - -
B-gliikuronidaz - - - - éiili(li:)(il-é ¢ - - - -
a-gliikozidaz - - - - zhlfﬁf&a . - - - -
B-gliikozidaz - - - + MORFOLOGIA
N-acetil-B-
gliikozan[:inidéz ) ) ) ) Gram ) ) ) )
a-mannozidaz - - - - Alak P a?k palcika hajel?t}cl:t}tn;:il\::.ika palcika
0,4- 0,3-
a-fukozidaz - - - - hossz (um) 0,8x1, | 0,7x0,8- | 0,9-1,3x2,1-2,5 0,4-0,5%0,8-1,3
6-3,5 4,0
AP150CH OKOLOGIAI TESZTEK
Glicerin - - - - 4°C + - - -
Eritriol - - + - 28°C 4+ +++ 4+ 4+
D-arabinéz - - - - 37°C - - - -
L-arabinéz - - + - 45°C - - - -
Ribéz - - + - pH3 - - - -
D-xiléz - - - - pH4 - - - -
L-xil6z - - - - pH5 - - ++ ++
Adonitol - - - - pH6 4+ +++ +++ ++
B-metil-D-xilozid - - - - pH7 +++ +++ +++ +++
Galaktoz - - - - pH8 +++ +++ +++ ++
D-gliikéz - - - - pH9 ++ ++ ++ ++
D-fruktoz - - - - pH10 - - ++ +
D-mannoéz - - + - pH11 - - ++ -
L-szorboz - - - - 0%NaCl 4+ +++ +++ 4+
Ramnéz - - - - 1,5%NacCl - - +++ -
Dulcitol - - - - 2,5%NaCl - - +H+ -
Inozitol - - - - 5%NacCl - - - -
Mannitol - - - -

4.tablazat: Az M4-9,

M4-9 és M4-10 eltér mindkét autentikus torzstol)
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M4-10 és legkozelebbi rokonainak fenotipusos tulajdonsagai (+: gyenge pozitiv reakcio; sziirke szin:




Az MA4-9 baktériumtorzshoz a HE616174, az M4-10 baktériumtorzshoz a HE616175

génbanki szam tartozik.

4.4 PYMT-15 és PYM7-16 baktériumtorzsek fenotipusos és genotipusos jellemzai

Mycobacterium moriockaense DSM 44221T AZ éltalunk IZOIélt
Mycobacterium pulveris DSM 44222T

Mycobacterium confluentis DSM 44017 T torzsekhez a ﬁlogenetikai fa
Mycobacterium phlei ATCC 11758 T

Mycobacterium goodii ATCC 700504 T (6 ébra) alapj én a
Mycobacterium duvalii ATCC 43910 T

Mycobacterium flavescens ATCC 14474 T MyCObaCterl um l’lel’nZteSég

Mycobacterium mageritense CIP 104973T
Mycobacterium insubricum FI-06250 T
Mycobacterium rhodesiae DSM 44223T
Mycobacterium parafortuitum DSM 43528 T

Mycobacterium sphagni DSM44076 T ami aZ ACti nObaCteria

tagjai allnak a legkozelebb,

Mycobacterium holsaticum 1406 T R
Zi—El3|jl\/|ycubacten’um tokaiense ATCC 27282 T tOrZSbe taI’tOZ I k A PY M 7'

100 | PYM7-15

PYMT-16 15 és PYM7-16 legkozelebbi

Mycobacterium hippocampi BFLP-6 T (invalid)

49 33 Mycobacterium llatzerense MG13 T rokonai a Mycobacteri um
Mycobacterium hodleri DSM 44183 T
Mycobacterium cosmeticum LTA-388 T hippocampi (invalid’

Mycobacterium neoaurum ATCC 25795 T

Mycobacteri troafri ATCC 33464 T ’ )4
[ ycobacterium austroafricanum Ba]cazar et al) 201 1) és

100 L Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 T

Mycobacterium monacense B9-21-178 T

Micrococcus luteus DSM 20030 T a MyCObacetri Um

0.005

6. abra: PYM7-15 és PYM7-16 torzsek és rokonai teljes 16S rDNS szekvenciaja ilatzerense. (Gomlla és
alapjan késziilt filogenetikai fa. 100 16kuszonként 1 nukleotid eltérés
mtsai, 2008). A 16S rRNS

gén szekvencidja alapjan a PYM7-15 és PYM7-16 kozott a hasonlosdg 100%. Ezeknek a
Mycobacterium hippocampihoz 98,62%, Mycobacterium hodlerihoz szintén 98,62%.

A PYMT7-15 és PYM7-16 torzsek fenotipusos tulajdonsagait tekintve ugyan elkiiloniilésiik
a legkozelebbi rokonaiktdl nem jelentds, elmarad az altalanos fajdefinicioban megkovetelt
98%-o0s hasonlésag, ugyanakkor a Mycobacterium nemzetség fajai taxondmiai revizio alatt
allnak. Az altalunk izolalt térzsek pontos taxonomiai pozicidjat DNS-DNS hibridizacioval

valamint részletes kemotaxondmiai vizsgalatok alapjan kivanjuk megallapitani.
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A PYMT7-15 és PYM7-16 tulajdonsagait az 5. tablazat tartalmazza:

Torzs jelzése PYM7-15 PYM7-16 Torzs jelzése PYM7-15 PYM7-16
Taptalajok R2A R2A Inozitol - -
KLASSZIKUS FENOTIPUSOS TESZTEK Mannitol - -
TW80 + + Szorbitol - -
Keményité - - a-metil-D-mannozid - -
Foszfataz - + N-acetil glitkézamin - -
Glii (Oxidativ) - - Amigdalin - -
Glii(Fermentativ) - - Arbutin - -
Ureaz - - Eszculin - -
Metilvioros - - Szalicin - -
Voges-Proskauer - - Cellobiéz - -
Indol - - Maltéz - -
NO3;—N, - - Laktoz - -
NO;—-NO, + + Melibiéz - -
NOs;—-NH 3 - + Szukréz - -
API ZYM Trehaléz - -
Alkalikus + ) Inulin ) )
foszfataz
E:lszter'ciz(C4) + + Melezitoz - -
?égeraz lipaz + + D-raffinéz - -
Lipaz(C14) - - Keményito - -
Leucin- S
arilamidaz * * Glikogén ) )
Valin-arilamidaz + + Xilitol - -
ecl:rlisliltllnr; daz + + B-gentiobiéz - -
Tripszin - - D-turanéz - -
a-kimotripszin - - D-lix6z - -
Savas foszfatiz + + D-tagatéz - -
Naftol-AS-Bl- .
foszfohidrolaz * * D-fukéz ) )
a-galaktozidaz - - L-fukéz - -
B-galaktozidaz - - D-arabitol - -
B-gliikuronidaz - - L-arabitol - -
o-gliikozidaz + + Gliikonat - -
B-gliikozidaz - - 2-keto-gliikonat - -
N-acetil-B- R
gliikozanlzinidéz ) ) 5-keto-gliikonit ) )
o-mannozidaz - + OKOLOGIAI TESZTEK
a-fukozidaz - - 4°C - -
API 50CH 28°C +++ +++
Glicerin - - 37°C + -
Eritriol - - 45°C - -
D-arabinoz - - pH3 ++ +
L-arabinéz - - pH4 +++ +++
Ribéz - - pH5 ++ 4+
D-xiléz - - pH6 +++ +H+
L-xil6z - - pH7 +++ +H+
Adonitol - - pH8 +++ +++
B-metil-D-xilozid - - pH9 +++ ++
Galaktoz - - pH10 ++ +
D-gliikéz - - pH11 + +
D-fruktoz - - 0%NaCl +++ +++
D-mannéz - + 1,5%NacCl +++ +++
L-szorbéz - - 2,5%CI +++ +++
Ramnéz - - 5%NaCl + +
Dulcitol - -

5. tablazat: A PYM7-15 és PYM7-16 fenotipusos tulajdonsagai (+: gyenge pozitiv reakcid)

Az 5. és 6. képen a PYM-15 és PYM7-16 morfologidja lathato: szabalyos és szabalytalan
palcak, idonként bunkds végi sejtekkel.
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5. kép: PYMT7-15 egyszerii festéssel késziilt mikroszképi képe 6. kép: PYM?7-16 egyszerii festéssel késziilt mikroszképi képe

A PYMT7-15 és PYM7-16 torzseket Osszehasonlitjuk egymassal illetve a filogenetikailag
hozzajuk kozel allo Mycobacetrium hodleri tipustorzsével (DSM 44183). Foszfataz, o-
mannozidaz aktivitassal, ammonifikacio, D-mannéz hasznositasanak tulajdonsagaval a
PYMT7-16 rendelkezik, mig az alkalikus foszfatédz aktivitas és 37°C-on val6é novekedés csak a
PYMT7-15 torzse jellemzd. Az autentikus torzzsel is dsszehasonlitva torzseinket, a 4°C-on, 45
°C-on valé novekedés nem figyelhetd meg sem a PYM7-15, sem a PYM7-16, sem a
Mycobacterium hodleri esetén, viszont 28°C-on mindegyik nétt. A 37°C-on valé ndvekedés
csak az PYM7-15-re jellemz6.

A PYMT7-15 baktériumtorzshéz a HE616180, a PYM7-16 baktériumtorzshéz pedig a
HE616181 génbanki szam tartozik.

5. OSSZEFOGLALAS
Megerdsitést nyert, hogy az altalunk izolalt baktériumok tobbsége a tudomany szamadra uj

taxonokhoz tartoznak. Annak eldontésére, hogy pontosan mely taxonomiai szinten (0j faj, Gj
nemzetség) kiiloniilnek el, még tovabbi vizsgalatok sziikségesek: részletes kemotaxondmiai
elemzések (citoplazma membran zsirsavak, sejtfaldsszetevok, respiratorikus kinonok, polaris

lipidek), esetenként DNS-DNS hibridizacio6, Riboprint vizsgalat.

Az altalunk 1) taxonoknak itélt torzsek egyikének (PYM3-14) egy képviseldjét mar a DSMZ
torzsgyljteményében leraktuk, ahol torzsgyljteményi szamot is kapott, a tobbinél az eljaras

folyamatban van. Ezen kiviil a szekvenciaikat internetes adatbazisban helyeztiik el.
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