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|. BEVEZETES

A human béltraktus (kulonésen a vastagbél) rejti eapik leggazdagabb ismert
mikrobialis életk6zdsséget, amely legaldbb 500-1f200és 7000 torzset tartalmaziként
Bacterodetes ésFirmicutes fajokat. A vastagbél tartalma egyfajta komplexpalmer matrix,
ami foként a gazda éltal felhasznalhatatlan poliszacbkbidl (Pl.: mukopoliszacharidok,
xilanok és nem cellul6z glikanok), valamint a gandagyei altal kivalasztott anyagokbdl
(nyalka) all. Az itt é& mikroorganizmusok alkalmazkodtak a sajatos koralye&hez,
képesek elviselni ezt az anaerob &tjlimelyben gyakorlatilag nem talalhatd kénnyen
felhasznalhat6 mono- és diszacharid, ezért ezekndkopolimereknek a hidroliziséb
kénytelenek beszerezni a tapanyagokat, melyet aethndaris és periplazmatikus enzimek
(hidrolazok és reduktazok) segitségével végezrmdn &ivil képesek lebontani a gazda altal
termelt anyagokat is. Ek6zben mono- és diszacheatdsrabaditanak fel, amit mind a gazda,
mind, pedig a tobbi mikroorganizmus felhasznalhatzek egyfajta asztalkzdsséget
(kommenzalizmus) alkotnak. Masré&izrez egy igen kivaldo éhely korilbelll &llando
hémérseklettel és nedvességtartalommal, valaminbpolimerek nyujtotta nagy felszinnel,
ami lehebséget nyujt a nagy mertékbiofilm képzésre. Ez az egyulttélés a gazdanak is
hasznos mivel a mikrobak az emlitett szachariddidweiil kilonb6® szerves savakat (révid
szénlancu zsirsavakat, pl. acetat, butirat), valamiés K vitaminokat termelnek, amiket a
gazdaszervezet felhasznal, ezért az egyittéléssikiibsen hasznos (mutualizmus,

szimbiozis). [1, 4]

l.1. A Bacteroides genus és rokon taxonok filogenetikaja

A Cytophaga-Flavobacter-Bacteroides (CFB) phylum a Bacteria egyil6lhb és koran
elktlondlt aga, aminek evolucioja igen kifejezestgyors volt. Két nagyobb csoportra lehet
osztani a cytophaga-flavobacter éBagteroides csoportra. A cythophaga-flavobacter csoport
tagjait szamos természetes és mesterséges okésrdtn megtalaltdk (Pl.: talaj tengerviz,
légkondicionald, Klinikai izolatumok). Képesek lettani az olyan polimereket, mint a
cellul6z, agar és a kitin. A véltozatos életterigka nagy metabolikus potenciéljuk fontos
csoportta teszibket. Négy alcsoport alkotjaCytophaga, Flavobacter, Sphingobacter és

Saprospira. A Bacteroides csoportot (Bacteroidia osztaly és Bacteroidalesly& © taxonra



bontottak:Prevotellaceae, Bacteroidaceae ésPorphyromonadaceae csalddok Korabban a 80-

as évek végéig aacteroides csoport hagyomanyosan egyiggcsoport volt. Minden
anaerob, Gram negativ, nem sporazo palcat idetakrdtzeket gként eredetileg az emberi
bélcsatornabol tenyésztették ki, de ahogy tanulmziak a tej mikroflérajat, tengeri edsiok

és szarnyasok bélflorgjat a csoport mérete igemétieés diverzé valt (28-61mol% G+C). Ez
szikségessé tette a csoport Ujra definidlasat. @& &emotaxondmiai karaktert hasznaltak,
mint a légzési lanc kinonjainak megléte, hossznlénel zsirsavak O0sszetétele, a hexdz
monofoszfat sont enzimjeinek a megléte, peptidagiiikezo-diaminiopimelinsav tartalma és
a DNS mol% G+C tartalma, és DNS-DNS hibridizaci&afoEzen kivil vizsgaltak a 16S
rDNS bazis sorrendjét filogenetikai médszerekkein&k kovetkeztében két nagy fajcsoportot
valasztottak le 8acteroides genuszbdl, @revotella genuszt (mérsékelten szacharolitikus) és
a Porphyromonas genuszt (nem fermentativ) valamint szamos monaofesinemzetséget.

A Bacteroides fajok ébhelye a bélrendszer alsé traktusa, addigPeevotela és
Porphyromonas fajok a szajuregben és a &drdSk bendjében fordulnak €. A
bacteroideseken belll kordbban elkllonitettek egpportot, aParabacterodes genuszt, a
zselatin bontas hianya miatt. Ezt a csoportot arDBES szekvencian alapuld filogenetika fan
is elktlondltnek talaltéak, ésRrevotellaceae csalddba soroltak. llyek fajokRa distasonis, P.
merdae és aP. goldsteinii. [1, 4]

1.2. A Bacteroides nemzetség leirasa

A Bacteroides fajok a leggyakoribb és egyik legfontosabb csopartikroorganizmusok
kozal, amik kolonizaltdk az emberi vastagbelet, kigglitleg 30%-a székletth szarmazo
izolatumoknak, ami becslés szerint®10'° g baktériumot jelent, de ez fiigg a gazda
fiziol6giai allapotatdl is. ABacteroides nemzetségbe tartozo6 fajok meghatarozasa:

a) Gram negativ, nem mozgo, nem sporazo, enyhémplé palca alaku (bacillus),
b) altalaban obligat anaerob,

c) kemo-organotrof,

d) szacharolitikus gfmetabolikus végtermékként acetatot és szukcinatotelnek,
e) képesek 20% epesavakat tartalmazo taptaldjoin n

f) aesculint képesek hidrolizalni, nitratot nemukdélnak nitritté, indol variabilisek,

g) pentdz foszfat itvonal-hex6z monofoszfat sdatreaivel rendelkeznek,



h) a membréanjuk szfingolipideket tartalmaz, hossztnlacu zsirsavakkal keverve,

féleg egyenes szénlacu, telitett antezio-metil ésrietil kapcsoltakkal,

i) a Iégzési kinonok menakinonok 10 és 11 izoptegyseghl,

]) a peptidoglikan tartalmaz mezo-diaminopimelosava

k) 39-40 mol% G+C tartalom a DNS-ben.
Altalanosan katalaz negativak d@acteroides fragilis, B. thetaiotamicron, B. vulgatus ésB.
ovatus néhany torzsénél kimutattak, hogy termelnek katada szuperoxid dizmutaz enzimet.
A Bacteroides fajok haromféle lehetséges Okoldgiai interakciObaahetnek részt:
szimbiotikus/mutualista, kommenzalista és pathdgé&iparazita. Jelets szerepet jatszanak
a vastagbélben taldlhaté biopolimerek lebontadsalmeriplazmatikus és extracelluléris
enzimeik segitségével bontjak le azokat és felsiigl a tapanyagokat a tdbbi
mikroorganizmus szamara is. [1, 4] Legjobban tamdwyozott aB. thetaiotaomicron
amelynek 172 glikozilhidroldzt, 11 olyan enzimetniaa gazda altal termelt anyagok
lebontasaért termel, ilyen enzimek [glikoronidaz, B-glikozidaz, arilszulfatdz és
nitroreduktazok, amik lehé&té teszik ezen a polimerek lebontasat, 163 askinembranban
talalhatd poliszacharid kétproteint €s 20 cukor specifikus transzportert miakaki a
proteomjaban [18]. Ez is mutatja, hogy milyen nag)Bacteroides fajok metabolikus
potencialja. Szintén termelnek rovid szénlancusastikat és Kvitamint (menaquinon), amit
a gazda felvehet, mig a gazda fukozt tartalmazé&agiokat termel, ami indukalja B.
thetaiotaomicron enzim rendszerét ésoéskgiti a kolonizaciot (Ujszulott egereknél). Fontos
szerepet jatszanak mas nemzetségekkel egyitt sdh®mékonybél epithélium fejtében,
valamint az epesavak lebontasaban és a szerveadit @ta felhasznalasaban. Pozitiv
szerepik ellenére opportunista patogénkeént ispleditnek, leggyakoribbak pleuropulmonaris,
intraabdominalis, & genitalis traktus és adh kotoszovet és csontféizésekben. A két
leggyakoribb patogén faj B. fragilis és aB. thetaiotaomicron. A B. fragilist az enteralis
Klinikai mintak 60%-4ban azonositjdk, pedig az egéges széklet mintakbdl mindésszesen
0,5 %-ban azonositottak. Hajlamosité faktorok amimoszupresszio, sebészeti beavatkozas,
keringési rendellenesség (diabéteszes betegekhdl stikségesek a féreshez. A ¢
patogenitasi faktorok: tok poliszacharidok, adhekjn litikus enzimek (proteinazok,
kollagendzok, fibrinolizinek, = neuraminiddzok, fost#zok, dezoxiribonukledzok,
hialuronidazok, kondroitin-szulfatdzok és heparoigz enterotoxin (fragilizin), a gyenge
endotoxin (LPS) és az aerotolerancia. Ezek segitetdcepesek kolonizalni a szoveteket és
megtéveszteni az immunrendszert. A szOveti nekrégisz alacsony vérellatas csokkenti a

redoxpotencialt, ez megfetekorilményeket teremt a szaporodashoz. Ezért akuksis



betegség, hideg, sokk, traumaijitét, idegen test, rak, 6édéma, és bakterialis garieés
szignifikansan fogékonnya teheti az egyének8aeteroides fertézésre, mint prior feézés
lehet, aerob és fakultativ baktériumokkal. A Graegativ, anaerob bacilisokat tartalmazoé
fertozéseket gyakran jellemzik talyog és szoOveti degriadakeloként. Azoknak a
bacteroideseknek, amiket klinikai mintakbol izad&limagasabb neuraminidaz és hialuronidaz
szintje, mint amiket egészséges személy széKleigblaltak. [1, 4] A bacteroideseknek
0sszetett poliszacharid tokja van, ami két nagyetldh tome¢ poliszacharidbdl all (PS-A
és PS-B). A PS-A isméitlo tetraszacharidokbdl 4all, mig a PS-B isrbédl
hexaszacharidokbdl all, az isnt@ld egységek mindkeihél tartalmaznak pozitiv és negativ
toltédi tagokat, zwitterionosak. A két kulonk®zoliszacharid eltér 6ssztoltést mutat a
fiziologias pH-n és az expressziojuk is eltérbaktérium felszinén. Ezen kivil a B. fragillis-
nél ismernek még egy harmadik tipust is a PS-Czt.ilAmunrendszer megtévesztésenek
modja a Bacteroides poliszacharid tok szerkezetének variabilitAsabanesend. A B.
fragilisnek 8, aB. thetaiotaomicronnak 7 kilonbds kapszularis poliszacharidot szintetizalo
l6kusza (CPS) van, melyek ki-be kapcsolhatok rebeis inverziok altal [1, 4, 37, 38]. Ezt
DNS invertazok okozzak, ilyen példauhai gén, ami 13 kiulénb@DNS régio inverzidjat
vezérli beleértve a CPS-ek prométerjeit tartalmardld B. fragilis esetében 256-féle
kombinacio lehetséges. A CPS lokuszok egy vagyké&erervalt regulatoros proteint (UpcY
és UpcZ homoldégok) és ezéktupstream talalhatdo szénhidrat szintézisért delejének
talalhatok. Ezenfelil &B. fragillis tok poliszacharidjai képesek fekélyeket indukani
bélrendszerben, amité&r immunvélasz okoz. A tok poliszacharidok Ugy igite a baktérum
tulélését, hogy képesek cstkkenteni a makrofag@kSNnitrogén-oxid szintdz) akativitasat

és ezaltal a NO termelését, csbkken a makrofagok&jlessege.[4]

[.2.1. B. fragilis

Leggyakrabban izolalt beisfertozésekbl (akar 60%). De normalis emberi székletben
mindbdsszesen ~1%-ban forduldelfertozéskor szignifikansan me@naz aranya. A friss
izolatumokat &ltaldban kapszula boritja, de maskigfh azonos a morfologidjuk a tdbbi
fajéval. Hidrolizal aesculint, savat produkal (femtélja) glikozbdl, laktézbdl, szachardzhbal,
maltézbol és rendszerint xil6zbadl is, nem produda@tat ramndzhbadl, trehaldzbol, mannitolbdl
és szalicilatbdl vagy arabin6zbdl. Indolt nem tdrnfbasznos fenotipikus markere a
nemzetségnek). A virulencia tagadhatatlanul mudtifaalis és készonhéta poliszacharid

burok birtoklasanak vagy egy tobb extracellularsgyy membran asszocialt enzimnek (pl.:



adhezinek). Képes elviselni és nodvekedni nanomdtennyisé oxigén jelenlétében,
megtalalhaté a fajnal a citokrom bd [1]. Obligataarobok, de ,nananaerob” kifejezést is
hasznaljak ra, mivel nanomadlos-Koncentracio esetén ndovekedni tud [5]. Eéngt jelent
szamukra a kolonizacioban és a patogentashoz mjawal, mivel tul kell élniik a kbévetkéz
gazda kolonizacitja éft, mert nem képesek spoérat képezni. A sejtfal ggeandotoxikus
aktivitasu lipopoliszacharidot tartalmaz. A kiilmembran fajspecifikus protein komponenseit
azonositottak (SDS-PAGE). A kidlsnembranon kivil van egy merev poliszacharid kapszu
ami 1,5-2-szer merevebb, mint a sejtfal. Nagy makekomeg variabilis poliszacharidbdl
all, antifagocitotikus hatdssal rendelkezik, valaimvéd a komplement rendszer mediélta
lizistdl a sejtfali antigének elleni antitestek altal. Aplszularis antigének faj specifikusak.
Egyes torzseknek az enterotoxin termelése is jidelghet. AB. fragilis enterotoxinja a
fragilizin ami, a sejtmembran lyukacsossagat és Faaktin reorganizacidjat okozza
enterocitdkban, ezaltal hasmenést okoz embernédlakiyal, malacoknal és borjuknal. [1, 16]
Az enterotoxin egy kis polipeptid, egy 1192 bp-d3Fkddol egy 397 as. métieholotoxint.

A pre-protein egy 168 amisavbdl allé6 20,7 kDa totmedgtiv toxinra hasad, ami a kultura
médiumba szekretalodik. A toxin (fragilizin névesmiert) egy cinkk@ motivummal
rendelked metalloproteaz. Harom kulonb®zltipus ismertB. fagilis kdzott és 80%-ban
azonos a nukleotid szekvenciajuk. A metalloprote&natos baktérium virulencia faktorok a
patogén baktériumoknal és metasztazisokat idézkewlé rosszindulati tumoroknal,
aktivalja a protoxinokat, a citotoxinokat é$s#giti a bakterialis invaziot és a behatolast. [1,
4]

1.2.2. B. thetaiotaomicron

Distasotol, a roman mikrobiologustol kapta a ney&912), harom gorog bigt
kombinalt: théta, i6ta, omikron. Az emberi vastdglézonséges kommenzalistdja és
szimbiontaja, a masodik leggyakoribb a nemzetsg#igémit klinikai ferttzésekil izolalnak,
ahol oppurtunista patogén szerepet jatszik. Nemdatalja a mannitolt €s variabilis reakciot
mutat az aktivszén-zselatin lemezzel, néhany tiMzemeészti de masok nem vagy nagyon
gyengén. Néhany tanulmany az 06sszes indol pozitfzsét, ami nenmB. ovatus a B.
thetaiotaomicron fajba sorolja. Akarhogy is ez érvénytelenithetriéldbi ismert indol pozitiv
alcsoportot vagy fajt. 2003-ban megszekvenaBakhetaiotaomicron VPI 5482-es tbrzset.
Kromoszémaja cirkularis, 6260361 nukleotid hosg#1% a G+C tartalom. 4864 feltételezett



gént talaltak, ebll 4778 lehetséges proteint kodold. Ez a torzs hoeelyy nagyobb mériet
plazmidot is: p5452 (33 kb), G+C 6sszetétel 47 ¥6bUi plazmidon 38 gént talaltak. [1]

1.2.3. B. ovatus

Ritkdbban talalkozhatunk vele, mint a tobbi fagahemzetsédih. Nem % komponense
a vastagbél mikroflérajanak és alkalmanként izakaklinikai mintabol. Amikor nagy szamot
ér el a ferdzésben akkor patogénnek tekinthebokféle cukrot képes fermentalni, tobbfélét,
mint a nemzetség tobbi faja. Fermentalja szalmilés a mannitolt. Indolt termel, és emészti

aktivszén-zselatin lemezeket néhany napon belfil. [1

.2.4. B. uniformis

Ezt a fajt Eggerth és Gagnon irta le 1933-ban. Ezoeganizmus norméalisan
megtalalhaté human székletmintaban, csak ritkarcdapdik klinikai fer6zéshez. Gyakran
emlitik egyutt mas indol pozitiv fajokkal, mintEa thetaiotaomicron. Néhany térzse jol
olyan taptalajon, amihez 20% Natrium-taurokolagyesavfajta) adtak, (mintE vulgatus).

Aktivszén-zselatin lemezeket altalaban néhany napdil lebontja. [1]

[.2.5. B. vulgatus

Szintén Eggerth és Gagnon izolalta emberi széWlet®33-ban. A nemzetség
legkb6zOnségesebb faja a normadlis human székletleetbzésekben csak alkalomsien
talalhaté meg. Indolt nem termel, a faszén-zsdlagmany napon belll bontja. A nemzetség
mar tagjaival ellentétben B. vulgatus térzsek 50% nem, vagy csak gyengén bontja az

aesculint. [1]

|.2.6. B. salanitronis

A normalis ébhelye a csirkék vakbele. Epe jelenlétében képis, midrolizalja az

aesculint, katalaz és ureaz negativ. A glikoz ars@gjének aéfvegtermeke a szukcinat és



az ecetsav. Az uralkod6 hosszu lancu zsirsava @siarGs keves iso-G és Ge.03-OH és
is0-G7.03-OH-val. A legfontosabb légzési kinonok azok menakok, donten MK-11 és
MK-12. A genomi DNS-ének 47 mol% a G+C tartalmg. [1

|.2.7. Parabacteroides distasonis

Eggerth és Gagnon izolalta 1933-ban székletiA B. wulgatus-hoz hasonldéan
kozonségesen @brdul a székletmintaban, de ritkan képesofsdst okozni. Szinte az 6sszes
toérzs képes ramnoézt fermentélni, egy szignifikanseldsédil eltekintve. Indolt nem

termelnek és aktivszén-zselatin korongokat lassayy egyaltalan nem emeésztik. [1]

[.3. Antibiotikum rezisztencia

lgen magas az antibiotikum rezisztencia foka a miid Bacteriodes torzseknél és
gyorsan terjed. Ehhezként a kilonbd& mobilis genetikai elemek jarulnak hozza, melyek
ebben a nemzetségben és rokonsagaban igen ebkriédt valtozatosak (ezékra
tovabbiakban lesz sz0). Erre kivaldé példa a tefttmcirezisztencia, amely &tQ gén altal
okozott fenotipus és egy konjugativ transzpozonal@lhtatd a Bacteroides fajokban.
Vizsgalatok szerint a 70-es évekt#lol szarmazd mintakban a gérbferdulasi aranya 22%,
addig az 1980-95 kozotti mintdkban mar 81%. Migegeészséges izolatumokban 32%-rol
81%-ra (1996-97) #tt. UgyanezermF makrolid rezisztencia génre (mind plazmid, mind
transzpozon altal terjesztett), amely klinikai &oimokban 961 30%-ra és mig
egészségesekben 0-rol 15%-ra valtozottBa#teroides torzsek szinte mindegyike termel
(93%) B-laktamazt. [17] Legalabb 6-fépelaktamaz gén ismert,&brdulhatnak plazmidon és
kromoszomalisan is.Bacteroides torzsekben @fordul clindamycin, erithromycin és
metronidazol rezisztencia, amik szintén mobilis aejikai elemekhez asszocialtak. A
Bacteroides fajok anaerob voltuk miatt érzéketlenek az amiikogidokra. Ezek fekalis-
oralis uton érkeztek az emberi testbe és horizeng@ntranszfer segitségéveBacteroides
fajokba. llyen, példaul aerm (erithromycin rezisztencia) gének, amik Gram geziajokbdl
kerlltek a bacteroidesekbeskeppen haziallatokban szelektalodtak ki, mivel reggents
mennyiség antibiotikumot etettek az allatokkal, ami j6tékdmgtassal volt a névekedésuikre.
[1, 4]

10



l.4. A Bacteroides fajok mobilis genetikai elemei.

A baktériumoknak (ezen belll Bacteroides fajoknak) szamos kulonb6éztipusu
mobilis genetikai elemik lehet. llyenek a bakteyiil, intronok, plazmidok, IS elemek,
egyszeili és Osszetett transzpozonok, konjugativ traszpdzo(@Tn), mobilizalhatd
transzpozonok (MTn) [19]. A plazmidok a fagokkal @&s integrativ konjugativ elemekkel
egyutt a kulcs vektorai a horizontalis géntransefkrées fontos eszkézei a biotechnoldgianak.
Elengedhetetlen részei a gyors adaptacionak. Gyakd@dolnak olyan géneket, amik
szikségesek a detoxifikaciohoz, virulenciahoz, égiali interakcidhoz (Pl.: bakteriocinek),
esetleg feldlsek az antibiotikum rezisztenciaért [15, 19]. Ereliz (] tulajdonsagokra szert
tevd torzseknek megdihet a szaporodasi éelye/fitnesze. A mikrobaknak viszonylag kis
mérefi kromoszémalis genomjuk van (szelekcié$ngt jelent, ugyanis kisebb genomot
konnyebb replikalni), ehhez tartozik egy nagy méretésen varidbilis pangenom (,gene
pool”), melyet ezek az atvihetkonjugativ és mobilizalhatd) genetikai elemekoatiak. A
genetikai informéacié atvitelhez, hozzajarul mégranszdukcio (fagok altal atvitt genetikai
informacio) és a traszformacié (a baktériumok kégefelvenni szabadon a kézegbendlév
DNS-t), ezek azonban kevésbé jeleak, mint a konjugaciéval terjgdgenetikai elemek,
mert joval korlatozottabb a méret tartomanyuk [18Qyanekkor vannak olyan elemek,
amelyek nem hordoznak semmilyen hasznos tulajdohs&geket kriptikusnak nevezzik.
[19] A genomba integral6dé elemek (IS elemek, kgafiv és mobilizalhatd
traszpozonoknak) tulajdonsadga, hogy a bakteridlisnomba beékétive képesek
megvaltoztatni a gének {tkodését Pl.: felésithetik egy antibiotikum rezisztencia gén
mikodését. [19, 20]

1.4.1. Plazmidok

A plazmidok ketbsszalu cirkularis genetikai elemek, amelyek altaban
.kKromoszomalis” genomtol fuggetlendl onalléan r&plodnak. Eszencialis tulajdonsaguk a
replikaciéra valé képességep gének) és az atvihitég. Harom tipusuk, lehet: a konjugativ
(6nallban képes atjutni a donorbdl a recipiensbebilizalhaté (egy méasik genetikai elem
segitségével képes ezt megtenni) és a nem &iviil@tmidok. Ahhoz, hogy egy plazmid
onalléan at tudjon jutni a donorbdl a recipiendti, gén klasztert tartanak esszencialisnak, a

MOB géneket és az MPF (Mating Pair Formation) géhek MOB génekhez a tartozik az
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oriT régio, relaxaz gén, TACP gén. Az MPF génekhezggoktartozik, ezek a T4SS gének,
amelyek a pilust épitik fel és a DNS transzferben szerepik. Azt a plazmidot ami a MOB
géneket és az MPF géneket is hordozza, igy onalkéwes konjugalni, konjugativ
plazmidnak nevezzik. Ha egy plazmid egy masik giesieelem MPF-jét hasznalja azt
mobilizalhaté plazmidnak nevezzik, ha nem hordeggket sem, akkor nem &atvildetA
mobilizacibhoz szikséges legalafldi protein a relaxadz. Ez képes felismerni Gzl
(transzfer origd) régiot a plazmidon és bontjaazegyik meghatarozott nukleotid sorrendet
tartalmaz6é szalon. Az egyszaldt DNS végéhez kapdsald(mas proteinekkel egytt,
relaxoszéma részeként) részt vesz a transzlokdtidlea donorba atjutva pedig a
recirkularizaciéban. Ez a két elem elégséges amthmobilizacidéjahoz. Az dnatvitelre képes
plazmidoknak ezen kivil még egy T4ACP (type 4 cogpfirotein) gént és a T4SS géneket is
hordozniuk kell. A T4SS (Type 4 secretion syster@hjgi formaljak a pilust, ezekeéta
géneknek is nevezik, ami |ényegében egy membré&ocis#t protein szekrécios rendszer, a
relaxoszémat juttatja at és a hozzakapcsolt egyd28IS-t. TACP gén altal kédolt protein,
pedig hozza kapcsolddik a pilushoz és felismerielaxoszomat, valamint szolgaltatja a
miikodési energiat a transzlokaciohoz. [15] A hfr pladok képesek beépiilni a genomba és
onnan kivagodva atvinni a donor kromoszomalis dérge recipiensbe, ami homolég
rekonbinacidval beépil. [39]

A Bacteroides fajoknal nagyon gyakoriak a kulonkd®zanéreti plazmidok, melyek
mérete 2,7 kb-tol 80 kb-ig terjed. [19] A tapasataink szerint akar e meérettartomanynal
joval nagyobbak is éfordulnak. Méret szerint két tartomanyra lehet asztket, a kis
méreti plazmidokra (2,7-10 kb) és a nagy plazmidokra (k)0 A kismérei plazmidok igen
gyakoriak (26-50%) mind klinikai, mind, pedig egeéges mintabdl izolalt térzseknél. A
legtobbjik a harom homologia csoportba sorolhatéke Classl (2,7 kb), a Classll (4,2 kb)
és a Classlll (5,6 kb). A Classll csoportba takomeég két ritka kulonbdz méreti, de
homolog alcsoport a Class 11B (5.0 kb) és a II® (kb) [40]. Ferbzésekll izolalt térzseknél
a leggyakoribbnak a Classlll-as plazmidokat takaltéitanuk a Classll-es plazmidok
kovetkeztek gyakorisagban [2, 3]. Ezeket a plazkati@ltalaban kriptikusnak tekintik, de a
megszekvenalt pBFP35 (Classlll) plazmidon a mo#ifighoz és replikaciohoz szikséges
géneken kivil sikerilt kimutatni két masik ORF-at, egyiket lehetséges lipoproteinnek
tekintik [2]. Egy Classl osztalyba tatozd plazmidetmegszekvenaltak, a pBl143-at, amit
valéban kriptikusnak talaltak [41]. A pLV422a plamimak (Classll) részben ismert a
szekvenciaja (a mobilizaciohoz szukséges génekd)]. [A kismérett plazmidok

mobilizalhatéak. A nagymériet plazmidok kozul tobb antibiotikum rezisztenciaval
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rendelked plazmidot mutattak ki. Az ed&, amiket felfedeztek bacteroidesekben MLS
(macrolide-lincosamide—streptogramin) rezisztenotmtloznak, amit aermF (és azermFS,
egy bazis kuldonbség) okoz, ezek a géneld3bh, Trn4400 és a TH551 transzpozonokon
talalhatdéak, amelyeket a pBF4 (41 kb), pPBFTM10 kb5 mas néven pCP1) és a pIB136 (80
kb) [35] nagy plazmidok hordoznak. Mindharom nadsizmid atvihe® konjugacioval. A
pBFTM10 mobilizalhaté, amig a masik Kettonatvitelre képes. Az 5-nitroimidazol
rezisztenciat (N okozo plazmidokat harmat ismernek: pIP417, -44% é421-et. Ezek kis
mérefi (7-10 kb) plazmidoka nimA, nimC ésnimD rezisztencia gének kozill tartalmaznak
egyet-egyet. [19, 31] Aim gének 5-nitroimidazol reduktazt kddolnak. Eddignnsmernek
mas antibiotikum rezisztenciat kodold plazmidot, dgy rokon fajban aPrevotella
ruminicola-ban talaltak egy tetraciklin rezisztenciat (Yd&ddolé plazmidot, a pRR14-et. A
kisméreti kriptikus plazmidok (pLV22a és a pBI143) szekvencizsgalata és a kis méfet
antibiotikum rezisztencia plazmidok részleges hama vizsgélata (pBFTM10, plP417,
plP419, és a plP421) azt mutatja, hogy ezek maodultaiépitéiek, gén kazettakat
régionak csak 33 %, kiulonb®za kodon hasznalatuk, valamint 56 bp inverted repea

szekvencia keretedket. [17, 19]

1. Tablazat. A fébb napjainkban ismert szekvencidpacteroides torzsek és nagymetet

plazmidjaik. (Az adatok a NCBIl/www.ncbi.nlm.nih.gadatbazisabol szarmaznak)

Faj Torzs Plazmid Méret (bp) ORF
B. fragilis NCTC 9343 pBF9343 36560 47
YCHA46 pBFY46 33716 47
B. salanitronis DSM 18170 pBACSAO01 40303 56
pBACSA02 19280 25
pBACSAO03 6277 8
B. thetaiotaomicron  VPI-5482 p5482 33038 38

A szekvendlt nagymeérietplazmidok (1. Tablazat) elemzése szdmos ORF-eatottit
ezek nagy része ismeretlen funkcidju. Megtalalhatjtuk a replikaciohoz, mobilizaciohoz
és a transzferhez szukséges gének. Ezen felll naggps feltételezett funkcidju gént talaltak
rajtuk. llyenek a DNS resolvdz (p5482, pBACSAO0l, ASESA02, pBF9343),
topoizomerazok, transzmembran domainnel rendélikelzérjék, regulacios proteinek, DNS
koté (Hu) proteinek (pBF9343, pBFY46), hiszton csaladbatoz6 DNS kdt fehérje
(PBACSAQ01, pBACSA02), fagszeértranszkripcidos regulacidos protein (pBFY46), Kils
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membran protedz (pBFY46), a plazmid stabilitasé&lglos gének stb.. AB. salanitronis
DSM 18170 [30] plazmidjain talalhatdé egyuttvéveegtbbb ORF, amelyekhez valamilyen
funkciot kapcsolnak. A pBACSAO3 valostirg a kriptikus kis plazmidok kdzé tartozik. A
pBACSAOL1 plazmid TetR regulator proteint, baktasialoxin/antitoxin rendszer geénijeit,
konjugacidos transzpozon géneket hordoz. A pBACSAflazmid Bacteriocin ABC
transzportert €s az antitoxin (abortive infectiootein), bakteridlis kétkomponehgelatvitel
(szenzor és transzkripcids regulator) génjeit hmxdo (Utobbi adatok nem kozoltek, az

NCBI/www.ncbi.nlm.nih.gov adatbazisabol szarmazhak.

1.4.2.1S elemek és transzpozonok

Az inszercios szekvencia (IS - insertion sequermtenek rovid forditott isméttiédi
szakaszokkal (inverted repeats) hataroltak, és asalobilitasukat biztosito transzpozazokat
kodoljak. A transzpozaz enzim (egy vagy tobb ORfal &dodolt) felismeri ezeket a rovid
forditott ismétbdo szekvencidkat és képes az IS kivagasara. A tramazpelhasitja a target
site-ot, ugy, hogy tulnyuld végek keletkeznek. &gil be a traszpozon, agy hogy a talnyald
egyszall DNS-sel érintkezik. A két hézagot a DNSinperaz | tolti fel, a target site
jellegzetesen megduplazédik. Az Osszetett traszpuikzdét IS elem altal kdzrefogott DNS
szakaszbol allnak és egyéb a baktériumnak hasphosntibiotikum rezisztencia géneket
hordozhatnak. [19, 39]

Szamos IS elemet irtak leBacteroides fajoknal, melyek 6nalléan vagy egy dsszetett
transzpozon részeként képesek athélgeiz A bacteroidesek esetén a legtdbbet Ugy fedezté
fel, hogy egy antibiotikum rezisztencia géen kiféj@esét segitették. Harom 0Osszetett
transzpozont ismernek eddig, a4Bbl, Tr4551 és a TA400-at, amik magukban foglaljak az
IS4351 és az 18400-et. Ismert nem Osszetett IS elemek94d 1S1224, 1S1168, 1S1169,
IS1170, 1S1186. Ezek nem asszocialtak Osszetett plazmidokkal. &l.1942-t upstream
mutatték ki accrA (cfiA) géntl, ami egy metallg3-laktaméazt kodol. Az 1942-t 12 bp-os
imperfekt isméthdés hatarolja. Az IS elemek megtalalhatdk plaznadois, ilyen példaul az
1S1186, amit a plP417-en talaltak meg upstreaningA gendl. [19]

A Tn4351-et és a TAS51-et ISA351 elemek hataroljak, a BA00-at pedig 189400 elem
hatérolja [23, 19]. Mind a harom tartalmaz MLS szténcia génte{mF vagy ermFS). Az
ermF gén 32 mol% G+C tartalmu, migBacteroides 42 mol% G+C, ez és hasonl6sag mas

erm génekkel azt sejteti, hogy ez a gén Gram poziiktdrium eredét Ezeket a géneket a
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széleken elhelyezkédIS elemek upregulaljak. A B3851-en és TA400-on talahatd egy
kulonleges, ismeretlen eredeetraciklin determinans (Tca tetX, amely kizarélag anaerob
kordlmények kozott rikodd kéepes, egy NADP-dependens oxidoreduktaz [10]. ASbiren

pedig, egy csendes streptomycin génaads talalhatd. Ezt azrmF-hez hasonléan Gram

pozitiv ereddinek tartjak, mert 30%-ban homolddBacillus subtilis aadK génjével. [19]

1.4.3. Egyszeli transzpozonok

A baktériumoknal difordulnak olyan transzpozonok, amelyek a transzpmz&ivil
mas géneket is hordoznak. Aikddésik hasonlé a maés tipusu transzpozonokéhoz. Nem
hataroljadket IS elem, hanem egys#einverted repeat-ek. Erre példa az 5 kb nigfai3
transzpozon, amit 38 bp mérehverted repeat hatarol. Harom gént hordoz, egysizpozazt
(tnpA), egy rezolvazt thbB; rekombinaciés eseményekben jatszik szerepetsnminden
transzpozonon) és egy ampicilin rezisztencia dgdat §-laktamaz). A target site-ot 5 bp-on
megdupladzza. Képes replikativ integraciéra koirdegival. Egyszér transzpozont még nem
talaltak eddigBacteroides fajokban. [36]

[.4.4. Konjugativ traszpozonok. (CTn)

A konjugativ transzpozonok olyan mobilis genetiledémek (65-150 kb), melyek a
bakterialis kromoszéman talalhatok, képesek onnadgkdni. Ezutan cirkularizalodnak
(plazmidokhoz hasonloriT régi6 talalhato rajtuk) és plazmidokhoz hasonlkanjugacioval
atjutnak egy recipiens mikroorganizmusba, aholgrékdnak a kromoszémaba. Cirkularis
formdban nem képesek replikaldédni. Harom gén kigsiszziikséges aiikodésiukhoz, dra
(transzmisszios)mob (mobilizaciés) és aexc (kivagbédasi). Ezen elemek integracidja nem
random, a kromoszéman csak néhany hely van, amegralédni képesek. Helyspecifikus
rekombinaciét alkalmaznak, a keratezmszekvencidikat hasznaljak ehhez, egy révid
szekvenciat (4-5 bp) ismernek fel a genomban ésradgralodnak. Nem duplikaljak a target
site-ot. Stabilabbak, mint a plazmidok és egysz#ibb is lehet bélik egy térzsben, nem
Iép fel inkompatibilitas. Tetraciklin rezisztenci@lic) hordoz a tébbségiik, amittetQ gén
kodol. Ez a protein riboszéma protekcios hatassatdelkezik: a fehérje terméke
megakadalyozza a tetraciklin kd€sét. llyen konjugativ transzpozonok a'/CEnERL,
Tc/CTnDOT (utébbi alternativ elnevezése még. Hel DOT, CTnDOT), TOMLS-7853
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(CTn7853) és a TEMLS-12256 (CTr2256), amelyeket Tcelemeknek is neveznek. [8, 19]
Gram pozitiv baktériumokban talalhaté ad9I (Tc') [26]. Ezeket az elemeket nevezhetik a
szakirodalomban ,integrative conjugative elememisk- (ICES) is mas fajokban, ilyen néven
irtak le Pl.: aStreptococcus thermophilus-ban 6ket, a bacterodeseknél viszont altalanosan
konjugativ transzpozonoknak neveziiket (CTn). Bizonyos nomenklatirai konvenciok
szerint Ugy jeldlikéket, hogy a hordozott rezisztencia neve és a térzositdja, amiben
megtalaltak. De ez sajnos nem altalanos minden (Eldlésére. Akadnak kozottuk
kriptikusak is, mint az XBU4422. A CTnBst és a CTERM1 MLS rezisztenciat hordoznak
ezt egyermB vagyermG gén okozza. A CTnDOT és a CIRZ256 tetraciklin és MLS émF

és ermG) rezisztenciat hordoznak. [8, 19, 28] Kulonlegedajtionsaga a Tcelemeket
hordoz6 CTn-oknak, hogy tetraciklinnel (akar 1 pig/koncentracioval) indukalhaté a
transzferilk, és akar szaz-ezerszeresére is nowekedh frekvencigja. Ennek a
mechanizmusnak az oka egy bakteridlis kétkompdnesgulator rendszer. AetQ génnel
egyltt egyrteA (szenzor kinaz) égeB (regulator) taldlhato egy operonban, valamint egg
gén, egy represszor (R) gén és X gének az operkingh Az rteB aktivalja azrteC-t, ami
aktivalja az o6nkivagodashozxt) és a transzferhez sziukséges géneka) @zaltal, hogy
inaktivalja a represszort és aktival bizonyos asitatian X géneket, amik pozitivan hatnak a
rep/mob génekre. ArteB elengedhetetlen a korezindes plazmidok (NBU, nmdAihato
28, 32, 33] AtetQ gén start kodonja és a promoéter kozott talalhgioleader mRNS, amin 3
hairpin (hajti) szekvencia talalhaté a hpl, hp2 és a hp8. Eadeteszekvencia ugyanekkor 3
leader proteint is kddol egy mindéssze 3 aminogeshit, €s két 16 aminosav hosszutgebb
a 3 aminosav hossziinik esszencialisnak. Tetraciklin hianyaban az mRN3-kotdik a
riboszoma és atirodik a leader tripeptid. A hplaébp8 képezi a hdijtstruktarat, ami
megakadalyozzaetQ gén atirodasat, mivel a hairpin tartalmazzatet) feltételezett
riboszéma kdthelyét, ezaltal nem engedi a riboszomét bekotrtraCiklin jelenlétében azok
a riboszomék amikhez, tetraciklin Kdik, elakadnak a leader peptid mRNS-en és {eiget
teszik az mRNS konformacio valtasat (hpl és hpXitalaajii struktdrat). AtetQ gén
riboszoma kdthelye felszabadul, és leldge valik a riboszomak bekédése. A riboszomak,
amikhez nem kapcsolddott tetraciklin transzlaljaiet® gént. A TetQ fehérje megvaltoztatja
a riboszémak konformacidjat, és ezaltal megakadabydetraciklin kdidését. Ahogy & a
tetraciklint nem kdt riboszomak szama ugy az mRNS visszatér az erkeoleftbrmacioba és
a tetQ mRNS nem transzlalodik - negativ regulacidos hdidsezek az elemek képesek kis

mennyisé§ tetraciklin jelenlétében, mas genetikai elemek agivdasat és oOnatvitelét
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regulélni, ezek lehetnek mobilizalhaté plazmidoki@sszpozonok. [8, 19] A mobilizalhato
plazmidokat kétféleképpen is képes oOnatvitelre tedsz A plazmid hasznalhatja a CTn
konjugacios apparatusat ez a transz mobilizaci@ @dn beugorhat magaba a mobilizalhato
plazmidba és egy kimérat képezve, juttatja at eodmmn azt, ez a cisz mobilizacié. Ezek az

elemek feledsek azért, hogy a Bacteroides fajok 80%-a tetriacikizisztens. [6]

1.4.5. Mobilizalhato transzpozonok. (MTn)

Ezek s genetikai elemek a mobilizalhatdé plazmidaki@asonléan nem képesek az
onatvitelre, de egy Tdelper elem segitségével képesek a konjugacisak, OB génekkel
rendelkeznek. A helper elemek és a kis mennyiiségaciklin jelenlétében jelefgen megh
a kivagodasuk és az atvitelik esélye. Batteroides MTn ismert eddig: TA555, Tn4399,
Tn5520, NBU1, NBU2, és az NBU3. Altalaban 9-12 kb kozé@ttméretiik, kivételt képez a
Tn5520, ami az 6sszes baktérium nemzetségben észleljidddkisebb MTn, a 4,692 bp-os
méretével. Kett hordoz magan antibiotikum rezisztenciat, az NBUZhemycin és
lincomycin rezisztenciatngefE-linAyz), a Tm555 pedig cefoxitin ¢fxA) rezisztenciat. A
Tn4399 kivételével valamennyi tetraciklin indukalhatd nmeeplikalodo, cirkularis formaban
vihets at. [8, 19, 21, 29] Az NBU jelentése: Nonerepliatatig Bacteroides Units. 10-12 kb
méreti mobilizalhaté genetikai elemek. Kevés homolégiattaimak a CTn-okkal, nem azok
kisméreti traszfer-defektiv valtozatai. A CTn elemek képesékelni a kivagédasuk és
transzlokaciojuk hatékonysagat. A kivagodasuk ésgnaciojuki-fag tipusu. A végeikhez
egy 14 bp szekvenciat{N) csatlakozik, aminek a kromoszdomalis felistneelye azttB, ide
hely-specifikus rekombinacioval inszertalédnak, aagét site-ot nem keéitik meg. Mob
génjuk csak egy van, amely mind elhasitani, mingkiti képes az egyszalid DNS-t. [19.,
24.] A T399 egy kuldnleges mobilizalhaté transzpozon. 13 bjresrted repeat keretezi,
és amikor integralodik kis meéteduplikacidét okoz, mint egy transzpozon. Kivagodasa
magaval visz a tartozkodasi hel§eb bp-nyi DNS-t. [19, 25, 26, 27]

1.5. A plazmidok izolalasi modszereinek fiziko-kémiai hé&ere

A plazmidokin vitro korilmények kozotti analiziséhez, a gazdagdeglplazmid DNS-t

ki kell vonnunk. A plazmidok izolalasanak altalanégései a kovetkék:
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1. A baktériumsejt feltarasa, a sejtfaluk bontasa,lpndeténhet enzimmel, detergenssel,
hével, vagy mechanikai aton,

2. A fehérjék, poliszacharidok és lipidek szeparalasBNS-6l, amely ugy torténik,
hogy maga a DNS marad az oldatban és a tobbi matekonjuk ki valamilyen
maodszerrel (proteindz emésztés, detergens kefexéd;kloroformos extrakcid), vagy
agy, hogy a DNS-t kétjuk meg (szilikagélen)

3. A DNS tisztitasa és koncentralasa, ami lehetségestrazerinti elvalasztason alapuld
modszer, mint a CsCl vagy Rubidium-triklor-acet&bTCA) gradiens [11.] és
gélektroforézis segitségével, alkoholos kicsapdssahollal vagy izo-propanollal), és
affinitas kromatografiaval (QIAGER)

A plazmidok és a genomialis DNS elkulonitésekor, kdzottik 1éw fiziko-kémiali
kulonbségeket lehet kihasznalni. llyenek a méretk@lonbség, a sejtmembranhoz valo
kotottseég, fehérjékkel vald asszociacio és a DNEdmacioja (superspiralizaltsag, linearis
vagy kovalensen zart). A genomi DNS nagyobb mokekamed, altalaban a sejthartyahoz
kotott és fehérjekkel isiibben asszocialt. Ezen felil érzékenyebb kuléébdenaturald
szerekre (lugok, so6k) eésote, a kromoszémalis DNS konnyebben denaturalodik és
fragmentélodik mint a plazmidok, amik megtartjak ,supercoil” formdjukat, vagy ha
denaturalédnak, gyorsabban visszanyerik nativ szetlkiket, mint a genomi DNS. Ezen a
tulajdonsagokon alapulnak kilénitalazmid elvalasztasi technikak. [11, 12]

Az altalunk alkalmazott QIAGERI plasmid kit niikddése a kilonb&zméreti DNS
elté renaturacidés sebességén alapul. NaOH és SDS ddjmta DNS-t és a tobbi
sejtalkotot (fehérjék, sejtmembran), és amikor asaufferral helyreallitiuk a pH-t a DNS
molekulak differencialisan renaturaldédni kezdenakplazmidok gyorsabban nyerik vissza
nativ formajukat, és a fellliszéban maradnak, nggreomi DNS a csapadékba keril a tobbi
kromatogréafias oszlop hasznélatabdl all. A kromeihés oszlop megkoti a plazmid DNS-t,
mig a szennyezésoieppen poliszacharidok) a moséssal tAvoznak. Arszgkdracio és a pH
megvaltoztatasaval elualédik a DNS. A DNS konceasdt izopropanolos kicsapassal

végezzik. Ez a mddszer eredetilesgherichia coli-ra lett optimalizalva.
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|.6. Next generation sequencing

A kulonbszé next generation sequencing technikak elterjedésedalmasitotta a DNS
nukleotid sorrend meghatarozast. Mind a kdltségekd a meghatarozashoz szikségés id
jelentbsen csokkent. Ezek a modszerek a polimeraz reak@dd FLX, lllumina, lon
Torrent) vagy ligadlason (Solid) alapulnak. Kozodlejmzojuk, hogy kis meérdt DNS
fragmentumokat olvasnak le egyszerre, de abbdlugarnosan nagyon sokat. A beépult
nukleotid meghatarozasadhoz, fényt kibocsaté kémaakciét (lllumina) vagy fluoreszkald
vegyulettel médositott bazisokat (Solid, 454 FLXkadmaznak Ezekil eltérben az lon
Torrent modszer nem hasznal modositott bazisokaggsb vegytletet, hanem a bazis DNS
lancba valé beépilésekor felszabadulo protonok @lazott pH valtozas mérésén alapul. A
pH valtozast e CMOS (Complementary Metal-Oxide—8enmductoy alapu protonokra
érzékely félvezét szenzor méri. A szenzor felszinén 1,2 millio 3/8 atméélyi és 3 um
mély Ureg talalhatd, ennek az aljan van a protamékzékeny tantal-oxid réteg (ISFET - ion-
sensitive field-effect transistor). A DNS-t feldbadjak (50-100 bp) és adaptorhoz ligaljak.
Az igy elkészult kdnyvtarat olyan 2 um atjérpoliakrilamid gyongyokhoz kotik, amikhez
az adaptorral komplementer DNS van kotve, ami piéra szolgal majd a reakcidhoz. Ezt
felamplifikaljak emulzié PCR-ral. A DNS-t tartalm@azyyongyoket az uregekbe toltik, egy
Uregbe csak egy gyongy keril. A gyongyoket tartatinaldatban van DNS polimeraz és egy
fajta ANTP (C, T, G vagy A). Ha kozvetlenul primerellett van komplementer béazis
(egyszerre tobb is lehet) a templatként szolgakibsn, akkor a béazis beépil a nascens
szélba. A nukleotid trifoszat beépulésekor egyfpsofat és egy proton (Mszabadul fel. A
felszabadul6 proton altal okozott pH valtozast @oeltl pH 0,02) érzékeli a szenzor, a pH
valtozas mértéke aranyos a beéplilt bazisok mergéusé Ezt az elektroda aranyos méret
elektromos jellé alakitja, melygbaz elektromos rendszer digitalis jelet képez I@ydigitalis
konverter). Ha reakcio lezajlott, a maradék dNTHEtossak és helyette egy masik dNTP-t
tartalmazo reakcé puffert adnak hozza és a reddeaddik elslrél. A hosszi homopolimer
DNS szekvenélasa probléméat okozhat a rendszernékgl ra beéfil6 nukleotidokkal
aranyosan Valtozik a pH, és ez éaltal az elektrojebsagysaga is. Ez egy bizonyos méret
folott problémat okozhat, a nukleotid sorrend megitteasaban. A rendszebeye viszont a

magas jel/zaj arany és az optikai érzékeénya, tehat a mérés kozvetlen. [45]
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Il. CELKIT UZESEK

A bacteroidesek opportunista patogén tulajdonsagdiett keveset tudunk a kis és nagy
plazmidjaik szerepél. Genomialis szekvenalasi projektekben 4 nagydblzmid jelenlétét
mutattdk ki a megszekvendlt tipusttrzsekben. Labowmunkban is a kis plazmidok
izoladlasa soran nagy plazmidok jelenlétére kovedtezk. Ezek alapjan a kévetkezélokat
tiztuk ki:

I. Osszehasonlitani a genomidlis szekvencia megimitsok soran felfedett nagy plazmidok
szekvenciait rokonségi fokuk és evoluciojuk megteetasa céljabol.

[I. Mbédszert talalni nagy plazmidok kinyerés@&acteroides torzseklsl.

[ll. Egy Bacteroides tbrzsgyijtemeny atvizsgalasa nagy plazmid tartalom szenjglodit

IV. A szekvenalasi adatok és az azokbdl levont Kaemetések alapjan vizsgalni az izolalt
plazmidok rokonsagéat.

V. Az izolalt plazmidok szerepére kovetkeztetnidetéik és szekvenciajuk alapjan.
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. ANYAGOK ES MODSZEREK

[1l.1. Baktérium torzsek és tenyésztésik

A Bacteroides torzseket BHIS (BHI, Brain-Heart-Infusion t4polddegészitve, 0,5%
éleszé kivonattal, 5 mg/ml heminnel és | mg/l; Kitaminnal) tapoldatban, vagy anaerob
véres agaron (Columbia agar, 5% defibrinalt marhad®% lizalt marhaveér, 0,12 g/l cisztein
és 1mg/l K vitamin) tenyésztettik anaerob kortlményeket atieaiva (85 % N 10 % H és
5 % CQ), 37 °C-on, 48 oran keresztll. A&cherichia coli torzseket Luria—Bertani (1 % LB,
1 % Tryptone, 0,5% Elesytkivonat, 1% NacCl) tapoldatban vagy LB agaron teayeéttiik
37°C-on aerob kérilmények kozott 24 oran keresztul.

A vizsgalt Bacteroides torzseket Klinikai mintakbdl izolaltak laboratoriumk
munkatéarsai, vagy az irodalomban leirt kontrolzg@k voltak (2. Tablazat). A torzsek faj
szinti azonositdsa a rutin diagnosztikai modszereknekfetedgen tortént. Hasznaltam a
kovetked E. coli V517 és R16173 (39R861) referencia torzseket pthzméret

megallapitasa celjabadl (3. Tablazat).

2. Tablazat A hasznéalBacteroides torzsek dsszesitve

Faj Eredet/referencia Szam
Laboratériumunkban izolalt térzsek
B. fragilis fert6zés 27
normal fléra 4
B. thetaiotaomicron fertozés 1
B. ovatus fertozés 1
B. uniformis fertozés 1

Irodalmi kontroll torzsek
B. fragilisNCTC 9343 -
B. ovatus IB106 [35]
B. wulgatus CLA341 [34]
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[11.2. Plazmid izolalasi moédszer

A plazmidok bacteroidesekbvalé kivonasahoz QIAGERI QIAfilter Plasmid Midi
kitet alkalmaztunk. ABacteroides torzseket 80 ml BHIS kultiraban ndvesztettik, ewdE.
coli V517 és az R16173 torzseket ugyanannyi LB taptdiban. A folyadék kultirdkat
centrifugaltuk Janetzki K23 centrifugaban 3000 rfordulatszammal 20 percen keresztlil,
majd a fellliszot ledntottik. A sejtpelletet felszpendaltuk 4ml P1 (50 mM Tris/HCI pH
8,0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaz A) pufferben (4°€grutan 4 ml P2 (lizis) (200 nM
NaOH, (1 %) 1 w/v % SDS) puffert adtunk hozza, hegyenletesen kék szinegyen. Ez
utan 5 percig inkubaltuk szob@hérsékleten. Az inkubaciosddeteltével P3-as puffert (3,0
M K-acetat pH 5,5) adtunk hozza. Az oldatot ezudéintottiik a QIlAfilter Midi s#rével
ellatott fecskendbe, amit tiz percig alini hagytuk, hogy a csapad@léljon a szamunkra
fontos plazmidot tartalmazé folyadéktdl. Az inkuligcids leteltével, a fecskerddtartalmat
atjuttattuk QIAGEN ioncserél oszlopba, ami egy kromatografias oszlop, amelye&ép
megkotni a DNS-t. (Ezen a procedurat még&n az oszlopot aktivaltuk a megadott
pufferrel). Miutdn a minta atfolyt az oszlopon, ®xtl mosoé pufferrel mostuk (QC), majd
5ml QF elucios pufferrel a plazmid DNS-t elualtidzutan a DNS-t koncentraltuk 3,5ml izo-
propanollal, és az eleg§bkicentrifugaltuk 20 percig 4C-on 3000 rpm-mel (Janetzki K23
centrifuga). A fellluszét ledntottik, majd a DNSlgket feloldottuk 200 ul TE pufferben (10
mM Tris/HCI pH 8,0, 1ImM EDTA). A plazmid DNS konceéciojanak meghatarozaséara UV
spekrtofotometrias mérést (260 és 280 nm), vagagaroz gélelektroforézisben adott szignalt

hasznaltuk.

l11.3. Restrikcios enzim emésztés és agardz gélelektrofaie

A sejtekt®l kivont plazmid DNS mintakaBglll és Hindlll restrikcios endonukleazokkal
emésztettik. 200 ng plazmid mintdhoz 2 pl, az engy@rtoja altal megadott dsszetétel
10xpuffert adtunk és 1 |Bglll (10u) vagy a 2uHindlll (5u) enzimet 20 pl végtérfogatra
adtunk. Az emésztési reakciot 150 percig inkubaBaRC-on. Ezutdn az emésztett DNS
kicsaptuk, 1/10 térfogat Na-acetatot (3 M, pH 48)2 térfogat 100 %-0s etanolt adagolva.
Ezutan fél orat taroltunk jégen, majd centrifugil{@2000 rpm, 10 perc, 4°C). A fellluszét
ledntottik és a pelletet hagytuk megszaradni, redgddottuk 20 pl TE pufferben.
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A hibridizacios prébat 8. fragilis NCTC 9343 (ATCC 25285) pBF9343 plazmidjariadtel
ésPstl enzimekkel tortéh emésztésével készitettiik. 300 ng DNS-hez 4 ul dffeqp (NEB
puffer 1Il), 1-1 ul enzimet és 4 ulJdd adtuk hozza (40 pl végtérfogatra). Ezutan 12@rper
37°C-on inkubaltuk, és a fentiekhez hasonléan alash kicsapast alkalmaztunk. Az
emésztett plazmid DNS pelletet 22l TE pufferbetotilik.

Az agar0z gélelektroforézist 0,7%-0s, 0,5xTBE-v& (WM Tris-borat, 2 mM EDTA, pH 8,2)
készult, 0,5 pug/ml etidium-bromidot tartalmaz6é @gagélen végeztik, 5V/cm fesziltség
gradiens mellett, altalaban 12 cm hosszusagu géliah a nagyobb foku elvalasztas
eléréséhez. A géleldrfotot készitettink KODAK EDS250 CCD kameravalaélsozz4 tart6zé
szoftverrel. Molekulasuly markerként linearis (eatét) DNS fragmentumokhoz lambda fag
intakt DNS-t (48,5 kb) és 1 kb-os |étra preparatu(@5; 0,5; 0,75, 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4;

5; 6; 8 és 10 kb, Fermentas) hasznaltunk.

3. Tablazat A haszndl€. coli referencia torzsek

E. coli ref. Torzs Plazmidok mérete (kb) referencia
V517 162; 56,4; 7,6; 5,7; 5,3; 4,2; 3,1, 2,7, 2,142,[43]
R16173 (39R861) 154; 66,1; 37,6; 7,2 [44]

lll.4. Southern transzfer, jelolt préba készitése és hibdizacié

I11.4.1. Southern blot

A restrikciésan emésztett plazmidokat 0,7 %-osmgélektroforetizaltuk, lefotéztuk, a
felesleges részeket és a jobb also sarkot levagtul, gélt megmeértik. Depurinalas céljabol
elészor 0,25 M HCI-ban tartottuk a gélt 10 percig, andgnaturalé oldatba (0,5 M NaOH, 1,5
M NaCl) helyeztik 25 percre, amely elvalasztja aDketts spirdl szalait egymastol és a
NaOH tartalma depurindlja azt (a depurindlt DNS lazadarabokra tornek, ezéltal
konnyebben transzferalhatéva valnak). A gélt ezataenaturalé oldatba (1 M Tis/HCI pH
7,4, 1,5 M NaCl) helyeztik 30 percre. Ezutan adzéer tornyot készitettiik el. Alul egy
edényben 10xSSC (20x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Na-cjiHi) biztositotta a folyadékaramlast
és a DNS kdtdését az alkalmazott filterhez (Hybond-N+, Amershbiid). A gélre az SSC-
ben megnedvesitett filtert helyeztik, ezt kromatigs papirok (Whatmann 3M) kozé raktuk,
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erre papirtorilkddket helyeztiink. A rétegeket a tetejére helyezdlyalinyomtuk dssze. A
transzferalast ,overnight”, egy éjszakan at védeztds hasznalat @t a filterekhez

irreverzibilisen kotottik a DNS-t 80 °C-on vald pérces inkubacioval.

[11.4.2. Jel6lt préba készitése

250 ng emésztett DNS-t (pBF9343) 100°C-on, 5 peateigpturaltunk, majd ezutan jégre
(0°C) helyeztik 5 percre. A jeldlés folyamata a p@démages AlkPhos Direct Labelleing and
Detection System” kemilumineszcens jéldtittel tortént a gyartdé (GE Healthcare) altal
megadott 6sszetételben és madon.

[11.4.3. Hibridizacio

A hibridizaciét hibridizacios kamraban (Model 200Rpbbins Scientific) végeztik a
késziulékhez adott hibridizacios tUvegben a ,GenegénaAlkPhos Direct Labelleing and
Detection System” kittel. Bsz6r a nylon filtert 55°C-on 15 percig prehibridin& 50 ml
hibridizacios oldattal (0,5 M NaCl, 4 % Blockingead, 50 ml pre mix-ben). Ezutan rameértuk
a jelolt prébat (50 ul) a filterre. A hibridizaci®5°C-on egész éjjel végeztik. Masnap a
filtereket 55°C-ra dimelegitett elédleges mosé pufferrel (2 M Urea, 0,1% w/v SDS, 530 m
Na-foszfat pH 7,0, 150 mM NaCl, 1 mM MgCD,2% wi/v Blocking reagent) mostuk 2x15
percen keresztul. Majd a husszoroséara higitott diagos mosoé pufferrel (20xhigitott, 1 M
Tris bazis, 2 M NaCl), amihez 2 mM MgCI2 adtunktts, 2x5 percen keresztil mostuk. Erre
~Stringency washes”ra azért volt szikség, hogaweltitsa a nem specifikusan kdott
prébat. A filter kivétele utan CDP-SI& reagenst adtunk hozza és rontgen filmmel

detektaltuk a hibridizalt préba kemilumineszcenétje

l11.5. Next Generation Sequencing

A Next Generation Sequencing kisérleteket MTA SZBienomikai kutatdcsoportjaban
végeztek lon Torrent platform szekvenalassal (LEefinologies), a leolvasott read-eket a
CLC Genomics Wokbench 4 szoftverrel rendezték aéfizaitak.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. Szekvenalt nagyBacteroides plazmidok dsszehasonlitasa

Laboratoriumunkban ®acteroies kis molekulatomeg plazmidok tanulmanyozasakor
nagyobb plazmidok jelenléte volt sejthetobb tdrzsben. Ugyanakkor szamos nagy
molekulattmed§ plazmid szekvencidjat ismerjik a genomialis szeki@ projektek
eredményeidl (1. Tablazat). Célultiztik ki tovabbi kisérletek kivitelezésestt| hogy az
ismert szekvenciaju nagy plazmidok homolégia vigaitfeltérképezzik.

Az adatok analizise azt mutatta, hogy a négy nagyddwmid (1. Tablazat) kozul haromnak
(pBF9343, pYCH46 és pBACSAO01) a ,backbone” szekiggaban nagy foku hasonlésagok
tapasztalhatok, amelyek harom variabilisen elhédgdf szegmensben voltak megtalalhatok
(1. abra). A kimarad®. thetaiotaomicron pBT5482 plazmid csak igen kis részben mutatott

homoldgiat a fenti harom plazmidhoz (2. &bra).

IV.2. Plazmid izolalasi kisérleteink

Sikeresen alkalmaztuk a QIAGEN moddszerét nagyriguktzmidok kimutatasara (2.
abra), ezt bizonyitja, hogy a referencia plazmig®F9343, 36,5 kb) minden alkalommal
sikerllt izolalnunk, valamint sikerilt izolalnunigé&szen nagy méfgt 150 kb-nal nagyobb
plazmidokat is. Kimutathatok a kovalensen zart udékis (ccc) és az open cirkularis (oc)
plazmidok, leg a kis mérdt plazmidoknal. 34 laboratérimunkban izolalt és &rencia
Bacteroides torzskbl végeztik a nagyméietplazmidok izolalasat (3. Tablazat). 8 (21,6%)
esetben jartunk sikerrel és 11 nagymémazmidot sikerilt kimutatnunk, térzsenként egyet
vagy 3 esetben kétt

A plazmidok mérete 18 és 180 kb kdzé esett. Aiedldl szarmazod (27 izolatunB.
fragilistorzseklél 5 esetben (18,5%), mig a normal florabol (4 inold szarmazd térzseknél
2 esetben (50%) sikerilt plzmidot kimutatnunk. Sikekimutatnunk egy 37,5 kb métet
plazmidot, B. thetaiotaomicron-bdl. A normal flérdbdl szarmaz®. fragilis 86774/2 és a
fertézésldl szarmazo B. fragilis P35 torzsben egy-egy azaiosedi plazmidot (72 kb)

mutattunk ki.
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2. Abra. A nagy molekulatdmegBacteroides plazmidok izolalasara és elektroforézisére
példa. 1-9 oszloB. ovatus E137,B. fragilis 76240, 86774/2, 67277, NTCT9343, 8673H2,
coli V517, R16173B. thetaiotaomicron E414.

IVV.3. Homologia vizsgalat

Az in silico plazmid 6sszehasonlitds és a plazmid izolalagrlkigink eredményei
szerint a tobbféle izolalt nagy plazmid egymas kibZ&$ a referencia plazmidhoz viszonyitott
kivantuk kivitelezni a pBF9343 plazmidot probakéfktalmazva. (A proba, pBF9343, nagy
intakt mérete miatt a jeldlés és hibridizacio hatéklsdga érdekében a plazmifatel ésPstl
enzimekkel emésztettik. igy a plazmid nagy része26® és 1000 bp-os fragmentekre
hasadt.) 11 nagy plazmidot hordoz6 preparatum ptjain Bglll és Hindlll enzimekkel
emésztettik, és elvégeztik a hibridizacios kisrl&izoleg a harom homoldg és szekvenalt
plazmid szekvencigjat elemeztik, hogy mely resib&kcenzimek adjak a plazmidok
fajonkénti legtdbb kimutatasra alkalmas restrikdi@mentumait. Ezek Bglll és Hindlll

enzimek voltak.
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3. Tablazat. A kisérleteinkben izolalt nagy és kis plazmidokéssilt méretik kb-ban.

Faj

Torzs Szarmazas

Kis plazmid

Nagy plazmid

B.fragilis

B. thetaiotaomicron
B. ovatus

B. uniformis

B. fragilis

B. ovatus

B. vulgatus

21216 fertozés
19055
55475
CZEG60
16997
14285
15361
15472
P35
19686
20127
25341
6857/4
22317
BF8
45416
67277
72357
76240
71928
6269
2761
13422
21217
16820
52985
8887
86774/2
86735
89413/3
87680/1
E414
E137
14291/2
NCTC 9343
IB106
CLA341

Normal flora

Fervzés

Referencia

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

4,2;5,6

5,6

5,6

4,2; 5,6; 8-10

2,7:4,2:5,6:10
5,6; 8

472:8: 11
5,6

4.2
42:5,6
4.2:5,6; 10

2,7.4,2: 8,6

39:; 154

36,5; 154
46
150
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3. Abra. A pBF9343 plazmidhoz nagyobb fokdi homolégiat neatatd pBT5482 plazmid.

A torzsek, amikBl a vizsgalt plazmidok szarmaztaB. fragilis 55475, 15361, P35,
76240, 86774/2, 86735, 13422, NCTC 93B3¢vatus IB106, B. thetaiotaomicron E414 és a
B. vulgatus CLA341. A pBF9343, &8. ovatus IB106 és aB. fragilis 76240 torzsekben |év
plazmidokkal mutatott és homoldgiat, mig &B. fragilis P35, 13422, és 8. wvulgatus
CLA341-el gyengén. Egyaltalan nem mutatott homdibga B. fragilis 55475, 15361,
86735/2, és 8. thetaiotaomicron E414 plazmidjaival. pBF9343 plazmid Bglll altati silico
emésztés fragmentumaiknak mérete (bp): 1514, 3584KindllI-mali in silico emésztés
fragmentumainak mérete (bp): 471, 2215, 2549, 38882, 9285, 9329

4. Tablazat.Hindlll emésztéssel kapott hibridizalé fragmentumokéssult méretik.

Faj Torzs Fragmintméret (kb

B. fragilis P35 9,3;6,9

B. ovatus IB106 9;4,3; 3,5;3,3; 3,1; 2,2; 2,0; 1,95; 1B
B. fragilis 76240 9;4,2;35;26;2,2;,2,0;1,95;1,9;1,6

B.fragilis NCTC 9343 9;3,5;2,9;2,2; 1,95
B. wulgatus CLA341 9,36
B. fragilis 13422 12,2
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Faj Torzs Fragmentmeéret (kb)
B. ovatus IB106 (638); 36
B. fragilis 76240 (416); 36

B.fragilis NCTC 9343 36
B. wlgatus CLA341 15,5
B. fragilis 13422 1,8

Az pBF9343 plazmid énmagaval tortéhibridizacéja soran sikerilt azonositanuniiadill
emesztésnél vart fragmentumokat, a harom legnagfralgimentum egyetlen ~9 kb méret
bandként latszik (4. Tablazat, 4. Abra). A pBF93déntroll plazmid Bglll-vel tortént
emésztése és a hibridizacié utan azonositani tuatalgyobbik fragmentumot (36 kb, 5.
Tablazat). A harom és homoldgiat mutatd tdérzsneB.(fragilis 76240, NCTC 9343 ésB
ovatus IB106)igen hasonlo &8glll (5. Tablazat) és Hindlll (4. Tablazat, 4. Abra) restrikcios
fragmentum mintazata. Bglll restrikcios mintazatban sikerilt azonositanunikdnharom
torzsben egy azonos nagy (36 kb) miér&tagmentumot. ValamintHindlll restrikcios
endonukleazzal kapott fragmentumok mérete is hasolt)y bar méretbeli polimorfizmust
mutattak. A 9 kb, 3,5 kb, 2,2 kb és a 2,0 kb migfeigment megtalalhaté mindharom toérzs
plazmidjanak fragmentjei k6zott. AB. ovatus IB106 ésB. fragilis 76240 hasonlé méfiet
fragmentumai pedig az eddigieken kiviul a 4,2-4,3%b kb, 1,9 kb, 1,6 kb métetk, eblsl
kovetkezik, hogy ennek a két térzsnek a plazmidgancsak a hibridozacios szerint mutatnak
erds homolégiat, hanem a restrikcios hasitas szingérA gyenge homologiat mutats.
vulgatus CLA341 azonos méretfragmentumja 8. fragilis NCTC 9343-mel és a 76240-nel,
pedig 7,6 kb mérét A B. ovatus IB106 és aB. fragilis 76240 egy-egy nagymeétet
fragmentumjanak nem sikerilt meghataroznunk a mEmttrapolacios problémak miatt. A
B. fragilis P35 torzsnek a homoldg fragmentjet csdikdlll enzimes emésztéssel készilt

hibridizacional volt észlelhét

IV.4. Kivalasztott térzsek plazmid mintainak szekvenalasa

Az erss homoldgia és a referencia plazmidhoz hasonlé tm@® kb) alapjan
valasztottuk ki nukleotid szekvenelasraBa fragilis 76240 torzs plazmidjat, valamint
kivalasztottuk &B. fragilis 13422 torzs kevésbé homoldg és kulortba@reti plazmidjat (68
kb). Ezen felll, mind a két torzs tartalmazott pliazmidokat és egy-egy 150 kb méret kordli

igen nagy mérétplazmidot, amelynek természetére szintén kivikagiiunk (3. Tablazat).
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4. Abra. A Hindlll restrikciés enzimmel emésztett plazmidok homoldggagéalata. Reagalo
mintak nyillal jeldlve. Torzsek sorrendje 1-1B. ovatus E137 B. fragilis 13422, B.
thetaiotaomicron E414,B. wulgatus CLA341, B. fragilis 86735, NCTC9343, 86774/2, 76240,
B. ovatus IB106, B. fragilis P35, 15361, 55475. M: lineéris molekulasuly maieet bandek

a jobb oldalon jelezve, és a méretiik kb-ban megadva
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lon Torrent alapu szekvenalasi médszerrel, az SZB#omikai Kutatdocsoportjaban
elvégezték a kivalasztott két minta szekvencia ragghzasat és analizisét. Kb. 200 bp-os
atlagos leolvasasi hosszok mellett 279000 és 45T@80asast generaltak, és kontigokba
rendezték a leolvasasokat.BAfragilis 13422 esetén a valos#gitett 68 kb-os nagy plazmid
szekvenciajara adatokat nyertink, a kontigok hogialé viszonyait BLAST
0sszehasonlitdsokkal tisztaztuk (Fluggelék, F1. azah). Ezek&l az adatokbdl a tdbbi
plazmid szekvenciajara is kovetkeztetni tudtunky igegtalaltuk a 4,2 kb-os plazmid
kaptunk. Megtalaltuk az pBF9343 plazmidhoz hasarqy plazmid szekvenciajat, és az 5,6
kb-os plazmidra (pBFP35) utald szekvencia adatogkatEnnek a térzsnek a 39 kb-os
plazmidja a hibridizacios kisérletekben is homokigrbizonyult. A kétB. fragilis tbrzs
kisméreti plazmidjainak kontigjait sikerult 6sszerendeznilyaknek az adatait a 6. Tablazat
tartalmazza. A BLAST program B. fragilis 76240 térzs 2740 bp plazmidjanak 99%-o0s
nukleotid egyezését mutatta ki a pBl143-al, a 56p2nérel plazmidjanal szintén 99%-0s
megegyezést mutatott ki az ismert szekvencigju @BFplazmiddal. A 4135 kb meéfet
plazmid pedig 99%-0s megegyezést mutatott a pLVPZazmid ismert szekvencia
részleteivel. Ez a harom plazmid azonosnak tekiithe ismert szekvenciaju megféligkel.
A B. fragilis 13422 t6rzs 4136 bp métieplazmidjanak csak egy 1372 bp-os szegmense
egyezett a pLV22a ismert szekvencia részleteivein(rieliesen azonos Rfragilis 76240
szinte béazisparra azonos mérgtlazmidjaval), a 10166 bp méieplazmidja pedig a
pBACSAO3 plazmiddal mutatott 46%-0s megegyzést. (166 bp mérdt plazmidon a
mobilizaciés és a replikacidos proteineken Kkiviltalmaz egy béta-laktamaz és egy
Cytochrome c551 peroxidaz (feltételezett funkcigg@nt. A 4136 bp ménetplazmid egy
Txe/YoeB toxin génen és mobilizacidbhoz szikséges géneketiil kisak hipotetikus

proteineket tartalmaz.

6. Tablazat.A két B. fragilis torzs kis méréi plazmidjainak adatai.

TOrzs Plazmid mérete (b ORF-ek szam

7624( 5597 8
4135 8
2746 3

13422 10166 15
4136 9
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V. MEGBESZELES

A QIAGEN® QIAfilter Plasmid Midi kitet sikerrel alkalmaztukagyméret plazmidok
kimutatasara, ezt bizonyitja, hogyBa fragilis NCTC9343 torzsti szarmazd referencia
plazmidot (pBF9343, 36,5 kb) minden alaklommal sikeizolalnunk, valamint sikerult
izolalnunk egészen nagy méretl50 kb-nal nagyobb plazmidokat is. A modszer aaon
hagyott kivannivalokat maga utan, ugyanis maradsaa genomi szennyezés. A modszer
specificitasa esetleg fokozhatd lehetn@mBrséklet emeléssel, mint a Kado-Liu [12] és
Zollner [11] modszerek esetén. Ahol is alacsonyKagcentracio mellett magag$mérséklet
segiti a plazmidok és a kromoszéma differencidisaduraciojat.

A fert6zésekBl izolalt B. fragilisek 51%-aban mutattunk ki kis méiieplazmidokat,
mig a normal florabol szarmazo torzsek esetébenl2&fo A fer6zeésekl izolalt térzsekben
a leggyakoribb kis mérétplazmid az 5,6 kb (Classlll) plazmid volt 40,7%a&fordulassal,
ezt kdveti a 4,2 kb (Classll) plazmid 22%-kal é2,a kb (Classl) plazmid 7,4%-kal. Ezen
torzsek 14,6%-ban tartalmaztak egyéb kis (8-11rkbjeti plazmidokat. A normal florabol
szarmazo0 torzsek 25%-aban mutattunk ki kis nigetzmidokat, 4 torz€ih az egyikben (2,7
kb, 4,2 kb, és 8,6 kb). Eze#dbaz adatokbol nem lehet kdvetkeztetni arra, hogysanéret
plazmidoknak van-e szignifikdnsan koze a viruleno® 27 ferdzésll izolalt torzs all
szemben 4 normalflordbdl izolalttal. Viszont a dedsldl izolalt torzseknél a kis méfet
plazmidoknak az eloszlasa a szakirodalomban Idioakhasonlé volt.A B. wulgatus
CLA341-ben megtalaltunk a leirt kis mérgtlazmidokat (2,7 kb, 4,2 kb és 8,6 kb). A ismert
szekvenciaju Classl és Il plazmidok kriptikusak,a€lasslll pBFP35-6n feltételeznek egy
lipoprotein gént, amelynek virulenciaban betolgittrepe vizsgalat alatt van.

A torzsek 21,6%-aban sikertlt kimutatnunk nagynieretazmidokat, valtozatos
méretekben. Ugyanekkor tébb hasonld migrealaltunk, két 72 kb kordlit 8. fragilis
86774/2-ben és a P35-ben. Valamitfragilis 76240-ben egy 8. fragilis NTCT 9343
plazmidjaval efsen homoldég és hasonlé mérgtlazmid talalhatdé. Harom esetben sikerdlt
igen nagymeérét plazmidokat, 150 kb meéreiél nagyobbakat kimutatnunk (3. Tablazat),
ezeknél azonban nem tisztazott, hogy valéban plaknwagy esetleg kivagdédé kromoszéma
részek. A Southern blot kimutatta, hogy ezek résZiemoldgok (gfsen vagy gyengén) a
pBF9343 plazmiddal. Harom torzs plazmidjait taldkuesen homolognak a pBF9343
plazmiddal, ezek 8. fragilis 76240, NCTC 9343 ésk ovatus IB106, gyengén homoldgnak
a B. fragilis P35, 13422, és B. vulgatus CLA341. A hibridizacios restrikcios fragmentum
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mintazatuk ezeknek a plazmidoknak nagyfoku hasagldismutatott, de nem teljes egyezést,
ami kisfoku szekvencia variabilitasra utal. A régeb megszekvenalt nagymérglazmidok
esetében elvégeztikmsilico 6sszehasonlitast, amely szintén a homoldgia (C&b)/mellett
variabilitasra utalt. Kérdés a nagymérBacteroides plazmidok csoportositasa, amely szintén
elvégzend feladat lenne a kis méteplazmidokhoz hasonléan. A hibridizacié stringejeia
(> 95 %) miatt azonban csak a®®homologiat mutatd plazmidokat tudtuk detektéimiaz

in silico eredményeknél ésebb rokonsagrol lehet sz6. Lehetséges, hogy a g6CGis a
pBSACO1 plazmidok és homoldgjait nem tudtuk volna detektalni. Ezekzpiadok japan
eredetiek, ebfordulasuk kérdéses lehet a magyar torzsek korébenlehetséges, hogy az
egyéb 30-40 kb-os plazmidok (pB: fragilis 15361, 86735 éB. thetaiotaomicron E414) ez
utobbi két referencia plazmid csoportjaba tartozik.

Az erss homoldgia, és a referenecia plazmidhoz hasonléetm@9kb) alapjan
valasztottuk ki szekvendlasraBafragilis 76240 torzs plazmidjat, valamint kivalasztottusk
fragilis 13422 torzs kevésbé homolog és kiloribo@reti plazmidjat (68kb). A szekvenalas
nyers eredményei &etes kisérleteinket és az eddigi ismereteinkeiigiak. Azonosithatéak
voltak a Classl, Il és Il plazmidok megfeletagjai a szekvenalt plazmidok kodzott. A
mapping eredmények a pFP9343 homoldgjaként azotagitaB. fragilis 76240 39 kb-os
plazmidjat a hibridizalasi kisérletekkel eg§em. A B. fragilis 13422 esetén a 68 kb-os
plazmid valoszitileg U] osztalyt képvisel. A kisméfet plazmidok szekveciainak
0sszerendezése utan, megallapitottuk, hogB. dragilis 76240 az ismert szekvenciaju
pFBP35-tel, a pBIl143-al és részben ismert szeka@hqlLV422-vel Iényegében azonos
plazmidokat hordoz. M. fragilis 13422 két kismérétplazmidja pedig Uj tipusok és kisebb
hasonlosagot mutatnak ismert szekvencigju plazrkelokAz egyiken talalhatdé egy béta-
laktamaz és egy peroxidaz geén (feltételezett fuopieak).

Célkitizéseinknek megfeléen felmértik a hazaBacteroides izolatumok koérében a
nagy molekulatomegplazmidok ebforduldsat és homoldgia viszonyait. Két térzs dsmte
Next Generation Sequencing modszerrel elkezdtlkzarpdok szekvencia meghatarozaséat és
analizisét, amely egy@e nem teljes, de befejezését tervezzik. Az aztwmibgilazmid
tipusok (kis €s nagy molekulatonteggyarant) jelenléte nem volt korrelaltathaté anikhi

eredettel. A tovabbiakban tobb normdl flora erédétzset kellene megvizsgalni.
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VI. TARTALMI OSSZEFOGLALO

Az egyik leggazdagabb ismert mikrobidlis életkoEgss a human béltraktus rejti,
legaldbb 500-1000 faj 7000 torzsét tartalmazhatjaelyek 6ként Bacterodetes és Firmicutes
fajok. A leggyakoribbak, korilbelil 30%, &acteroides (Gram negativ, anaerob)
nemzetségbe tartoznak. Ez a nemzetség fontos switabiés kommenzalista a
bélcsatornaban, de megfélelkorilmények esetén fajai opportunista patogénkiént
viselkedhetnek. Leggyakoribbak pleuropulmonarisiasbdominalis, & genitalis traktus és
bor, kotoszovet és csontszoveti féresekben. A két leggyakoribb patogén fe.dragilis
(60%) és . thetaiotaomicron. Szamos patogenitasi faktorral rendelkeznek, arkedygazda
anyagait bontani képes enzimek (pl.: kollagenan)jspacharid tok, a lipopoliszacharid,
antibiotikum rezisztencia gének éBafragilis torzsek altal valtoz6 mennyiségben termelt
enterotoxin. Ebben a nemzetségben és rokonsag@esn elterjedtek és valtozatosak a
kulonbdzd mobilis genetikai elemek. llyenek az inszerciosksencia elemek, mobilizalhato
és konjugativ plazmidok, transzpozonok, mobiliz&hés konjugativ transzpozonok, melyek
hozzajarulhatnak az antibiotikum rezisztencia gértekiedéséhez, vagy a genomba
beékebdve fokozhatjak bizonyos génekiukddését. A plazmidok két méretbeli osztalyra
oszthatok, kis (2,7 kb-11 kb) és nagy meée&te (>11 kb). A kismeérét plazmidok a
leggyakoribbak, nagyrészik 3 homoldgia csoportbralisatd (Class I-11l; 2,7; 4,2; 5,6 kb),
ezek nagyrészt kriptikusnak tekintblet A dolgozatban kifejezetten a nagyméret
plazmidokra koncentraltunk. Célunk a mar ismerksgeaciaju plazmidok rokonsagi fokanak
megallapitasa €és evoluciojuk feltarasa, nagymiénmgiazmidok izolalasahoz megfedel
mobdszer keresése, a laboratoriumunk torgggményének atvizsgalasa nagy meéngtazmid
tartalom szempontjabdl volt. Ezen felll, kdvetkézté&ivantunk izolalt plazmidok szerepére
eredetik és szekvencigjuk alapjan. Vizsgalataimkrsd1l nagy mérétplazmidot sikerult
kimutatni 34 a laborunkban izolalt torZsp valtozatos mérettartomanyban (18-178 kb).
Restrikciés emésztéBdlll ésHindlll) és Southern blot segitségével kimutatturk fagilis
NCTC 9343 plazmidjaval (pBF9343, amelyet genomigfiskvenalas projektekben ismertek
fel) 2 es (39 és 46 kb), és 3 gyenge homolog plazmidotyekekdziil ketdt kivalasztottunk
szekvenalasra. A szekvenalas az eredeti elképretésaegazolta, és tovabb folytatandd a

teljes szekvencia meghatarozasara, és a plazmado&mEnek tisztdzasara.
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IX. FUGGELEK

F1. Tablazat A B. fragilis 13422 plazmidjai szekvenalasanékbntigjai

Query
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 16
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 19
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 2
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 87
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 91
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 3
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 14
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 47
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 32
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 29

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 10
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 104
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 184
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 186
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 93
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 124
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 141
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 27
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 23
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 409
13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 13

Lowest E-
value

7,12181E-036

Greatest
hit length score

3853

3073

1968

1828

1726

1635

1634

1394

1383

1375

1342

1136

976

962

947

822

785

763

757

746

721

Greatest bit

Description (bit score)

Bacteroides fragilis YCH46 DNA,
7043,8 complete genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA,
4609,47 complete genome

3671,81 Bacteroides fragilis 638R genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA,
2274,25 complete genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA,
3114,77 complete genome

Bacteroides salanitronis DSM 18170

plasmid pBACSAO03, complete
3112,79 sequence

Bacillus amyloliquefaciens LL3
2803,54 plasmid pMC1, complete sequence

2321,83 Bacteroides fragilis 638R genome

2585,48 Bacteroides fragilis 638R genome
Bacteroides salanitronis DSM 18170
plasmid pBACSAO03, complete

2409,05 sequence

Bacteroides fragilis mobilization

protein MbpA (mbpA), MbpB (mbpB)

and MbpC (mbpC) genes, complete
2644,95 cds

1911,48 Bacteroides fragilis 638R genome

1612,15 Bacteroides fragilis 638R genome

Bacillus licheniformis, plasmid
1247,39 pFL11 partial rep11 gene

Bacteroides fragilis YCH46 DNA,
1764,79 complete genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA,
1390,12 complete genome

Bacillus licheniformis plasmid pFL5,
1485,28 complete plasmid sequence

1346,51 Bacteroides fragilis 638R genome

1413,91 Bacteroides fragilis 638R genome

Bacteroides vulgatus ATCC 8482,
161,064 complete genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA,
1227,57 complete genome
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13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 101

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 146

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 445

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 105

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 38

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 628

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 242

13422
lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 30

13422
lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 199

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 408

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 44

13422

lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 867

13422
lonXpress_002_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed contig 854

1,14484E-089

1,49727E-041

1,37071E-046

2,76488E-160

Bacterium NLAE-zI-P871 16S
ribosomal RNA gene, partial
1378,23 sequence
Bacteroides fragilis conjugative
transposon CTn341, complete
1033,3 sequence

695

668

Bacteroides vulgatus ATCC 8482,
339,475 complete genome

Bacteroides fragilis NCTC 9343

pBF9343 plasmid complete
997,617 sequence

Uncultured bacterium clone

LMOACA14ZD04FM1 genomic
1102,68 sequence

Bacteroides thetaiotaomicron

conjugative transposon CTnDOT,

789,47 transfer region

631

607

568

522

Bacteroides vulgatus ATCC 8482,
514 178,905 complete genome
Bacillus licheniformis plasmid pFL5,
886,605 complete plasmid sequence
Bacteroides fragilis transposon
NBUZ2 lincomycin resistance gene
(linAn2), MefEn2 (mefEn2),
integrase (intN2), PrmN2 (prmN2),
and mobilization protein (mobN2)
genes, complete cds; and unknown
690,352 genes

508

503

502 866,782 Bacteroides fragilis 638R genome
Bacteroides vulgatus ATCC 8482,
501 200,711 complete genome
Bacteroides fragilis NCTC 9343,

496 573,393 complete genome

494 704,229 Bacteroides fragilis 638R genome

F2. Tabldzat A B. fragilis 76240 plazmidjai szekvenélasanékbntigjai

Query

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
132

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
5

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
93

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
88

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
92

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig

value

0 2623
0 1603
0 1599
0 1569
0 1298
0 1113

Lowest E- Greatest Greatest
hit length bit score Description (bit score)

Bacteroides fragilis transposon Tn4555 TnpA

(tnpA), integrase (int), TnpC (tnpC), excisionase

(xis), mobilization protein (mobA), and beta-

lactamase (cfxA) genes, complete cds; and
4597,57 unknown genes

Bacteroides fragilis strain P35 plasmid pBFP35,
3138,56 complete sequence
Bacteroides fragilis strain GBR8 carbapenem-
resistance protein (cfiA) gene, partial cds; and
insertion sequence 1S614B Tp614 gene,
3055,3 complete cds

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482,
2343,64 complete genome

Bacteroides fragilis transposon Tn4555 TnpA

(tnpA), integrase (int), TnpC (tnpC), excisionase

(xis), mobilization protein (mobA), and beta-

lactamase (cfxA) genes, complete cds; and
2196,94 unknown genes

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482,
1400,03 complete genome
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219

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
101

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
33

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
22

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
462

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
184

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
284

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
288

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
137

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
90

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
208

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
370

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
345

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
120

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
197

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
34

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
357

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
353

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
382

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-

1070

1059

1054

893

825

802

793

783

746

730

714

712

705

684

667

665

658

646

642

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482,
1681,53 complete genome

Bacteroides fragilis strain P35 plasmid pBFP35,
1875,8 complete sequence

Bacteroides fragilis strain P35 plasmid pBFP35,
2018,53 complete sequence

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
1485,28 genome

Bacteroides fragilis transposon Tn4555 TnpA

(tnpA), integrase (int), TnpC (tnpC), excisionase

(xis), mobilization protein (mobA), and beta-

lactamase (cfxA) genes, complete cds; and
1560,61 unknown genes

Bacteroides fragilis transposon Tn4555 TnpA

(tnpA), integrase (int), TnpC (tnpC), excisionase

(xis), mobilization protein (mobA), and beta-

lactamase (cfxA) genes, complete cds; and
1542,76 unknown genes

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482,
961,935 complete genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
1263,25 genome

890,57 Alistipes shahii WAL 8301 draft genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
1300,92 genome

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482,
1061,05 complete genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
1074,93 genome

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482,
1312,81 complete genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
957,97 genome

Uncultured organism clone 1041059766187
1249,38 genomic sequence

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
1013,48 genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
1191,89 genome

Bacteroides vulgatus ATCC 8482, complete
819,205 genome

Cloning vector pFD288 beta-galactosidase
1178,01 (lacZ') gene, partial cds, spectinomycin
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17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
16

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
449

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
423

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
18

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
239

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
315

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
251

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
461

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
211

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
216

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
394

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
415

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
322

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
432

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
237

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
420

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
186

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
274

76240
lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33 _40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
464

625

622

600

588

578

571

569

567

564

554

553

547

545

543

541

539

524

522

adenyltransferase (aad9), rRNA
methyltransferase (ermF), replication protein
(repA) and (mobA) genes, complete cds

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
991,67 genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
1007,53 genome

Uncultured organism clone 1041059766597
1067 genomic sequence

Bacteroides vulgatus ATCC 8482, complete
1063,03 genome

Bacteroides fragilis transposon Tn4555 TnpA

(tnpA), integrase (int), TnpC (tnpC), excisionase

(xis), mobilization protein (mobA), and beta-

lactamase (cfxA) genes, complete cds; and
1114,58 unknown genes

Bacteroides vulgatus ATCC 8482, complete
1031,32 genome

Uncultured organism clone VC1A623TF
870,746 genomic sequence

Uncultured organism clone 1041059765804
749,823 genomic sequence

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
957,97 genome

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482,
805,329 complete genome

Bacteroides fragilis transposon Tn4555 TnpA

(tnpA), integrase (int), TnpC (tnpC), excisionase

(xis), mobilization protein (mobA), and beta-

lactamase (cfxA) genes, complete cds; and
1015,46 unknown genes

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
954,005 genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
906,429 genome

Uncultured organism clone 1041059767601
922,288 genomic sequence

Uncultured organism clone 1041059764524
967,882 genomic sequence

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
979,776 genome

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
785,505 genome

Uncultured organism clone 1041059766557
771,629 genomic sequence
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76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
223

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
354

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
496

76240

lonXpress_003_R_2012_04_16_13 33_40_user_1PG-
17_Auto_1PG-17_16 trimmed un-mapped reads contig
451

521

519

516

504

Bacteroides fragilis YCH46 DNA, complete
837,046 genome

Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482,
783,523 complete genome

Uncultured organism clone 1041059767601
837,046 genomic sequence

Bacteroides fragilis transposon Tn4555 TnpA

(tnpA), integrase (int), TnpC (tnpC), excisionase

(xis), mobilization protein (mobA), and beta-

lactamase (cfxA) genes, complete cds; and
858,852 unknown genes
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X. NYILATKOZAT A PALYAZO EGYENI ,
HOZZAJARULASAROL A PALYAM UBEN LEIRT
EREDMENYEKHEZ

Alulirott, Fenyvesi Viktor Sandor biologus szakadlgato a fenti dolgozatban foglaltakhoz
1, Plazmidok izolalaséaval,

2, Gél elektroforézzisel tortéranalizisével,

3. Southernblot elvégzésevel és fragmentumok nréekteghatarozasaval

jarult hozza.

Fenyvesi Viktor Sandor
2012. aprilis 16
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