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1. Az értekezésben elofordulo roviditések jegyzéke

16S rRNS 16S riboszémalis RNS

18S rRNS 18S riboszoémalis RNS

ANT antocianin

ARB antibiotikum rezisztens baktérium

ARG antimikrobialis rezisztencia gén

ASVs amplikon szekvencia varidnsok (amplicon sequence variants)
ATL szoveti lizis puffer (a tissue lysis buffer)

AUC gorbe alatti teriilet (area under the curve)

BLB bakterialis lizis puffer (bacterial lyses buffer)

BS bakterialis sejtszuszpenzid

BSH epesav hidrolaz (bile salt hydrolase)

CTAB cetil-trimetil-ammonium-bromid

DIN DNS integritas (DNA integrity number)

DL direkt lizis

F/B Firmicutes, Bacteroidetes arany

FOS fruktooligszacharid

GABA y-aminovajsav

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GG GreenGenes

GIT gasztrointesztinalis traktus

GOS galaktooligoszacharid

HMW nagy molekulasuly (high molecular weight)

HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (High-performance liquid chromatography)
HSDH hidroxiszteroid dehidrogenaz

IFN-y interferon gamma

ITS internal transcribed spacer

KAR karotinoid

KEGG Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes

KIR koézponti idegrendszer

LMW kis molekulasuly (low molecular weight)

MOS mannan-oligoszacharid

NF-kB nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells
NGS 1j generacids szekvenalas

NK negativ kontrol csoport

ORF nyitott leolvasasi keret (open reading frame)

PacBio Pacific Biosciences

PBS foszfat pufferelt sdoldat (phosphate-buffered saline)

PCoA {6 koordinata elemzés (principal coordinates analyses)
PERMANOVA permutational multivariable of variance analysis
PK pozitiv kontrol

ROC receiver operating characteristic

RT-PCR valos idejii polimeraz lancreakcié (real-time polymerase chain reaction)
S Silva

SCFAs rovidlancu zsirsavak (short-chain fatty acids)

SDS natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl-sulfate)

SMRT egymolekula valds idejii szekvenalasa (single-molecule, real-time sequencing)
SZIM szimbiotikum



2. Bevezetés

A mikrobak mindeniitt jelen vannak. Szamtalan szimbiotikus, patogén és kommenzalista
mikroba kolonizalja az emberi, allati és ndvényi szervezeteket, amelyek egyiittesen alkotjak a

mikrobiomot (1).

Az 1j generacios szekvenaldsi (NGS) technoldgidk széles kori elterjedésének koszonhetden
robbanasszerlien nétt az érdeklddés a mikrobiom megismerésére (2). Az NGS technologiak
megjelenésével lehetévé valt az adott mikrobiomot tartalmazd egyes tagok atfogod
feltérképezése, valamint annak vizsgalata, hogy a mikrobialis k6zosségek hogyan mitkodnek

¢s hogyan befolyasoljak a gazda-patogén kolcsonhatasokat (3).

Jelenleg azonban a kiilonb6z6 NGS modszereknek is meg vannak a maga technikai buktatoi,

amelyek befolyasolhatjdk a kapott szekvenalasi eredményeket.

crer

alacsony eldéfordulasu fajok elvesztéséhez vezethetnek, ezéltal befolydsoljdk a mikrobak relativ
eléfordulasat és a kozoségi diverzitasokat (4). Folyamatosan jelennek meg DNS izolalassal
kapcsolatos ujabb és tjabb modszerek, azonban olyan univerzalisan elfogadott protokoll, amely
alkalmas lehetne a 16 S riboszomalis RNS (16 S rRNS) amplikon gén alapu szekvenalashoz

tovabbra sem elérhet6 (5).

Tovabba, a diverz bélsar mikroflordk esetén nem konnyli olyan DNS izolalasi protokollt
alkalmazni, amely alkalmas az eltéré sejtfalosszetétellel, membranszerkezettel rendelkez6
mikroorganizmusokat reprezentdld genomok teljes kinyerésére. Szamos tanulmany igazolta,
hogy adott mikrobidlis kornyezetben tobbszords extrakcids eljarasok kombinacidja segit

csokkenteni az egyes modszerekhez kapcsolodo taxon reprezentacios torzitasokat (6).

A fentebb felsorolt tények miatt a pontos mikrobidlis Osszetétel meghatarozasanak
szempontjabol alapvetd fontossagl a kiilonb6zé DNS izolald protokollok 6sszehasonlitasa,

valamint azok elOnyeinek és hatranyainak meghatarozasa.

A jelen dolgozatomban bemutatando kutatas keretein beliil vizsgaltam, hogy a kiilonboz6
kisérleti faktorok (minta homogenizalas, sejtfeltaras, DNS extrakcio) milyen mértékben
befolyasoljak a kapott 16 S rRNS gén amplikon szekvenalasok eredményeit (szekvenalasi

és diverzitasi mutatok, mikrobialis o6sszetétel).



Tovabba, munkam soran oOsszehasonlitottam a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas
soran leggyakrabban hasznalt taxonomiai adatbazisok (Silva, GreenGenes)

alkalmassagat a felbontoképességre.

A mikrobidlis 6koszisztémak kutatdsa fontos tudomanyteriilet, vizsgalatok folynak annak
érdekében, hogy a kozosségi Osszetételek gazdaszervezetre gyakorolt élettani hatasait
megismerjiik. Mind ez idaig a legjobban feltérképezett teriilet az emberi és allati bélrendszerben
¢l baktériumok sokasaga, intenziv kutatdsok targyat képezi tovabba a bélben ¢l6 gombak,

archeak és virusok osszetétele, diverzitasa és kapcsolata egymassal (7).

A mikrobiom kutatasnak kiemelkedd jelentdsége van az allattenyésztésben is (8, 9). Az intenziv
alltartas soran alkalmazott tartds és takarmanyozasi technologia eredményeként az allatok
sulygyarapodasa a piac igényeihez kialakitottan extrém gyors. Erre az egyik legjobb példa a
Ross 308 broiler csirke, amelynek teljes fejlodési szakasza atlagosan 42 nap. Ez id6 alatt eléri
a ~3 kg-os sulygyarapodast is (10). Ennek az intenziv novekedésnek valamint az allattartas
okozta stressz faktoroknak szdmos negativ hatasa figyelhetd meg az allatdllomanyban, mint
példaul kiilonboz6 gyulladasos és metabolikus eredetii  betegségek (10-14). Nem

elhanyagolhat6 az allatok antibiotikumos kezelése a tartas stresszbdl adododan.

Tovéabb4, a nagylizemi allattartas soran nagy egyedszamu allatallomanyt tartanak viszonylag
kis teriileten, igy a fertdzéses megbetegedések gyakorisdga is nagyobb, amelyet az
allattenyésztok kisebb/nagyobb mértékii antibiotikumos kezeléssel probalnak elkeriilni. A
folyamatos kezelés hatasara széles spektrumu antibiotikum rezisztencia, valamint a bél-
mikrobiota egyensiilydanak megbomlasa alakulhat ki (15). Evente hétszazezer ember hal meg
antibiotikum rezisztens fertdzések kovetkeztében. Ha nem torténik lényegi valtozds az
antibiotikumok felhasznalasdban, akkor a jovOben a vilag vezetd haldlozési okai kozé fog

tartozni (16-18).

Mindezen tényezdket figyelembe véve kiemelt jelentdéséggel bir a nagyiizemi allattartas soran
fellépd tartastechnologiabol eredd negativ hatdsok minimalizaldsa és az antibiotikumokat

helyettesitd lehetdségek kidolgozasa.

Megfeleld ismeretek birtokdban a bél-mikrobiom 0Osszetételének és/vagy bioldgiai
potencialjanak szelektiv befolydsolasa eldsegiti az egyensulyi mikrobiom helyreallitasat, amely
pozitiv hatast fejt ki az allatok egészségi allapotara, immunstatuszara.

Nagy a jelentdsége az olyan élelmiszerek fejlesztésének, amelyek valamilyen innovativ

egészségvedod OsszetevOovel tamogatjak a bél-mikrobiota normalis funkcioit.



Jelenleg a novényi bioaktiv vegyiiletekben gazdag hatdanyagokat (nutraceutikumokat) széles

korben alkalmazzak az emberek é€s allatok egészségének megdrzése érdekében (19).

A Debreceni Egyetem kutatdi olyan extrakcios technoldgiat dolgoztak ki, amely alkalmas
¢lelmiszeripari ,,melléktermékekbd]l” bioaktiv komponensekben gazdag természetes
hatoanyagok (nutraceutikumok) kivonésara. Ezen nutraceutikumok takarmanyadalékanyagként

jotékony hatést fejtenek ki monogasztrikus haszonallatokban.

A broiler csirkék gyors novekedése miatt testi fejlettségét jellemzéen 42 nap alatt éri el. A
csirkék fejlodése soran a gyomor-bél mikrobiom Osszetételében és diverzitasaban jelentds
valtozasok figyelhetok meg. Ezen tulajdonsagai miatt a csirkék jo modellallatoknak
tekinthetdek a mikrobiom vizsgalatok sordn. Az allatok kiilonbozd novekedési és fejlodési
szakaszaiban tudjuk vizsgalni a nutraceutikumok mikrobialis Osszetételre és diverzitasra

kifejtet hatasat.

Dolgozatom masodik felében in vivo intenziv tartastechnolégia mellett nevelt haszonallat
etetési kisérlet soran 16 S rRNS amplikon gén szekvenalas alkalmazasaval vizsgaltam
kiilonb6z6 természetes bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok
(karotinoidok, fruktooligoszacharidok, szimbiotikumok ¢és antocianinok) bél-
mikrobiomra gyakorolt hatasat broiler csirke modell allatban. Kutatasunk célja a
nagyiizemi  allattartas soran  protokollszeriien alkalmazott antibiotikumok

mennyiségének csokkentése volt, az allatok egészségi allapotanak javitasa altal.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A mikrobiom vizsgalatara alkalmazott NGS technikak

A gasztrointesztinalis traktus (GIT) mikrobainak (mikrobiotak) és azok kollektiv genomjainak
(metagenomok) kutatdsa szamos tudomanyteriiletet érint a human orvoslastol az

allatgyogyaszaton at az allattenyésztésig.

A bél-mikrobidta kezdeti tanulmanyozasa soran a klasszikus mikrobiologiai tenyésztést
alkalmaztdk Osszetételének meghatarozasahoz, azonban ezzel a moddszerrel csupan a

baktériumok toredékét tudtak azonositani (20).

A tenyészthetd mikrobdk aranyat a kiillonboz0 tanulményok eltéré szintre helyezik,
leggyakrabban 20-40% (21) érték olvashatd, de egyes tudomanyos becslések alapjan a
kozoségalkotd fajoknak ez csupan a 0,1-1%-a (22). A hagyomanyos moédszerekkel nem
azonosithaté mikroorganizmusok nagy szama késztette arra a kutatokat, hogy tenyésztéstol
fliggetlen molekularis biologiai modszereket fejlesszenek és alkalmazzanak. Ma mar szdmos
kiilonféle technologia all rendelkezésre a mikrobiom Osszetétele, biologiai aktivitdsa és
rezisztencia terheltségének vizsgalatara. Ezek kozott a nukleinsav alapti modszerek a
legelterjedtebbek, de szamos nem nukleinsav alapti modszer is létezik (példaul a
foszfolipid/zsirsav analizis nagyhatékonysaga folyadékkromatografia (HPLC)
alkalmazasdval). A nukleinsav alapi modszerek elvi alapja a mikroorganizmusok
orokitéanyaganak szekvencia alapii azonositasa, illetve mennyiségi analizise. Igy az elpusztult
mikrobak is kimutathatok, mivel 6rokit6 anyaguk még jelen van a mintaban (23). A mikrobiom
f6 kvalitativ és kvantitativ tulajdonsagai, funkciondlis aktivitdsa, valamint rezisztencia
statuszanak meghatarozasa a kiilonb6z6 NGS alapu technologidk — célzott amplikon gén (16 S
¢s 18 S rRNS gén), a shot gun metagenom és a 16 €s 18 S rRNS gén long read szekvenalas —

alkalmazasaval egyre pontosabban vizsgalhatok (20, 24, 25).
3.1.1 Amplikon gén szekvendlds

Az amplikon gén szekvendlas relative gyors és koltséghatékony modszer a komplex mikrobialis
Osszetételll mintdk tanulméanyozasara, ehhez a konyvtarkészités soran a célszekvencidra
specifikus primereket hasznalnak. Az amplikon gén alapt szekvenalast gyakran alkalmazzék a
bakterialis kozoségek Osszetételének iddbeli és térbeli valtozasanak monitorozasa céljabol. A
baktériumok, archedk és gombak esetében szamos specifikus célgént azonositottak, amelyeket

széles korben hasznalnak (26).



A gombafajok mikrobidlis azonositasara legelterjedtebben a riboszomalis RNS kodold géneket
(18 S, 28 S) és a koztiik elhelyezkedo ,,internal transcribed spacer” (ITS) régiokat hasznaljak.
A baktériumok és archeak azonositasahoz a leggyakrabban hasznalt célgén a 16 S rRNS (vagy
16 S rDNS gén) (27, 28), ami a prokaridta riboszoma komplex 30 S kis alegységét kodolja
(26). A 16 S rRNS gén meghatarozo szerepet jatszik a sejtek miikodésében, talélésében,
valamint a fehérjeszintézis elengedhetetleniil fontos alkotérésze. A 16 S rRNS gén alapu
szekvenalas tobb okbdl valt a baktériumok molekularis filotipizaldsanak ,,Gold Standard”
technikdjava. Rovid mérete (~1542 bp) miatt a 16 S rRNS géneket rendkiviil nagy
mintaméretek mellett is viszonylag konnyl szekvenalni. Tovabba, a nyilvanos rRNS
génszekvencia adatbazisok jelentésen megnovekedtek, ami megkonnyiti a taxondmiai

besorolast (26).

A 16 S rRNS génszekvencidja az evolucid sordn erdsen konzervalt teriiletekbdl (primerk6td
helyekbdl) all, valamint kilenc variabilis régioval (V1 — V9) rendelkezik. A konzervalt teriiletei
kozotti variabilis régiok DNS szekvencidja a kiilonboz6 baktériumfajok kozott eltérd ¢€s
fajspecifikus. A konzervalt régiokhoz kotédd univerzélis primerek alkalmazasa altal
lehetségiink nyilt a bakterialis 0sszetétel meghatarozasara (29, 30). Annak ellenére, hogy a 16
S rRNS gén evoluciosan konzervalddott, megvan annak az esélye, hogy a kivalasztott primerek
nem illeszkednek megfelelden a mintaban talalhato bizonyos fajok DNS szekvenciajara. Ezaltal
a variabilis régio(k) megvalasztasa és az ,,univerzalis” PCR primerek tervezése hatdssal van a
filotipizalas érzékenységére. Jelenleg a 16 S rRNS gén alapt szekvenalés soran a protokollok
tobbsége V3— V4, V5 — V6 vagy V4 varidbilis régiokra specifikus primereket alkalmaznak a

baktériumok azonositasahoz (31, 32).

} 30 S Kis alegység
16 S riboszomalis RNS

= } 50 S nagy alegység

Bnl\n:riailis//] 16S | [ | [_:s— //

genom

1 100 200 300 400 00 @ 0 o 90 10 (108 10 1w0 1400 bazis

1 abra: A riboszoma komplex és a 16 S rRNS gén (Fukuda és mtsai, 2016 (33)). A prokariotak 70 S
riboszomajanak két osszetevoje a 30 S kis alegység és az 50 S nagy alegység. A 16S rRNS gén a 30S
riboszémalis RNS molekulakat kodolja. A 16 S TRNS gének tiz evolucidsan erdsen konzervalt és kilenc
varriabilis régiobol allnak. Mig a konzervalt régiok lehetové teszik egyes szakaszok univerzalis

s

taxonomiai vizsgalatok elvégzésére alkalmasak.
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Az amplikon gén alapt szekvenalas egyik hatranya, hogy nem alkalmas a viralis kézosségek
meghatarozasara, ugyanis nem létezik univerzélisan konzervalodott marker gén a virusok

esetében. Ezért a virusok kimutatasara shotgun szekvenalast alkalmazzak (34).
3.1.2 Shotgun metagenomikai szekvendlds

Az NGS technologiak fejlodése a metagenomika teriiletének létrehozasat eredményezte (26,
30, 35, 36), ami lehetévé teszi a komplex mikrobialis kozosségek pontos Osszetételének
meghatdrozasat, valamint informacidt nyljt a mikrobdk egylittmiikodésérdl és a kdzosségi

szintll anyagcsere folyamatokrol is (3).

A metagenomika a kinyert genomok sokasaganak (metagenomok) atfogd vizsgalatat jelenti
shot-gun szekvenalas alkalmazasaval (37). A shot-gun metagenomika atfogdan katalogizalja az
Osszes mikroorganizmust (virusok, gombak, baktériumok) a komplex mintakban (35, 38). A
metagenom szekvendlds részletesebb genomidlis informéciot €és taxondmiai felbontast
eredményez, mint 6nmagaban az amplikon gén szekvenalas (39). A mddszer elénye, hogy
képes azonositani a nagyfoku genetikai sokféleséggel rendelkez6 virusokat is (34). Emellett
alkalmas lehet eddig még ismeretlen mikrobak azonositasara is (40). A metagenomikai
megkozelités informaciot nyujt arrél, hogy az adott kérnyezeti mintaban milyen organizmusok
milyen relativ gyakorisdggal fordulnak elé és megjosolhatd azok biokémiai aktivitasa,
metabolikus Utvonalai (funkcionalis metagenomika), illetve akér a gazdaszervezet és mikrobak
kozotti komplex interakciok is (41). A metagenomikai szekvenalast alkalmazzak a kozosségek
funkciondlis képeségének meghatarozasa céljabol is. A kozoségi Osszetételek biologiai
funkciok meghatdrozdsa sordn mintavételezést kovetben DNS-t izolalnak, majd Shotgun
szekvenalas alkalmazéisaval meghatarozzék a szekvencidk bazissorendjét. Ezt kovetden a
leolvasott szekvencidkat Osszeillesztik €s megallapitjak a nyitott leolvasasi kereteket (open
reading frame, ORF) és ezek biologiai funkcidit adatbazisok alkalmazasaval (41). Az
azonositott biologiai funkcidkat és géneket meglévd biologiai hdlozattokhoz (példaul, Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG) illesztik (42). Ezaltal arrdl is kapunk
informaciot, hogy a meghatarozott metabolikus utvonalak alul vagy feliil reprezentalodnak, ami

szintén a bakterialis kozoségek funkcionalis képeségeirdl arulkodik (42).

A shotgun szekvenaldst nem korlatozzak a primer szekvencidk alkalmazésaval kapcsolatos
problémak, ezaltal pontosabb képet ad a kozdségek Osszetételérdl és diverzitdsarol, mint az
amplikon szekvenalds. A metagenomikai megkozelitést alkalmazzdk az antibiotikum

rezisztencia gének kimutatasara is (43).
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Az antimikrobidlis rezisztencia jelentds globalis kozegészségiigyi probléma, amely akkor
alakul ki, amikor a korokozok antimikrobidlis rezisztencia géneket (ARG) szereznek,

els6sorban a kommenzalis és patogén mikrobak kozotti genetikai rekombinacio révén (17).

A metagenomikai szekvenalasi technologiak hasznalata lehetdvé tette az ARG szekvencidk
azaz arezisztom elemzését, valamint a kozdsség alapt antimikrobidlis rezisztencia azonositasat

(43).

Természetesen ennek a modszernek is megvannak a maga technika korlatjai, példaul a
mikrobialis mintdba a gazda eukariota DNS-e is bekeriilhet a DNS izolalas sordn, ami a
szekvenalas eredményére torzitd hatast fejthet ki (26). A legtobb esetben a minta (példaul,
sz€klet) talsagosan is komplex ahhoz, hogy teljes vagy akér részleges genomosszerakast
lehessen végezni, igy annak csak részeit lehet azonositani. A koltségeket tekintve dragabb mint,

az amplikon szekvenalas és sokkal bonyolultabb szamitastechnikai analizist igényel (44).
3.1.3 16 S rRNS gén long read szekvendlds

A harmadik generacios szekvenalasi technologidk — Pacific Biosciences (PacBio) és az Oxford
Nanopore — képesek a 16 S rRNS gén teljes hossziisagl szekvenalasara ezaltal lehetdvé valik a
relevans fajok elfogulatlan, specifikusabb azonositasa. Ezek a szekvenalo platformok a korabbi
technologiakkal szemben hosszabb leolvasast képesek produkalni, ebbdl kifolydlag novelik a
taxonomiai felbontast, csokkentik a target gén amplifikécidjabol, valamint a révid olvasasi
hosszbdl eredd torzitasokat. Azonban mind a PacBio mind az Oxford Nanopore technologia
esetében a hibaarany 5-15% tartomanyba esik (45-47). Bizonyos esetekben (példaul alacsony
biomassz4ji mintak elemzésénél) a hibaardny magasabb lehet, mint az organizmusok kozotti

kiilonbség (48).

PacBio az elsé szekvenald platform, amely egymolekula valods idejii szekvenalasan (single-
molecule real-time sequencing; SMRT) alapszik. Ez a szekvenalasi platform az egyik
legelterjedtebb harmadik generacios szekvenalasi technologia. A szekvenalas a komplementer
szal szintézisén alapul. A Pacific Biosciences ugyanazokat a fluoreszcens festékeket hasznalja,
mint mas NGS technologiak (48). Azonban ahelyett, hogy a nukleotid amplifikacios ciklusokat
ugyanolyan moédon hajtana végre, mint mas szekvenaldsi technoldgidk a nukleotidok
beépiilésével kibocsatott jeleket valds idoben detektaljak. Egy iireges lap segitségével végzik a
szekvenalast, minden lireg egy lapra rogzitett polimeraz enzimet tartalmaz, amit folyamatosan

gerjesztenek (45).
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A szekvenalds soran pirofoszfat csoporton fluoreszcens festékkel jelolt nukleotidokat
helyeznek a lapra, amiket a komplementer szal szintézisére hasznal fel a polimeraz enzim. A

beépiilésiik ideje alatt a késziilék le tudja mérni a fluoreszcens festékeket a nukleotidokon.

A modszer hosszil leolvasasokat képes generdlni, viszont hatranya, hogy a folyamatos

gerjesztés kovetkeztében a polimeraz destabilizalodik, ami szintézis hibakhoz vezet (25).

A PacBio technologia masik hatranya az ateresztoképessége, vagyis a platformon egyszerre ¢és
elfogadhatd koltségek mellett futtathatd mintdk szama joval alacsonyabb, mint a MiSeq

rendszer esetében (49, 50).

Oxford Nanopore altal fejlesztett szekvenald berendezés az élen jar a nanopdrusos
szekvenalasi technologia kifejlesztésében. A modszer elddjeitdl teljesen eltéréen nem a
komplementer szal szintézisén alapszik. A Nanopore platform nem igényel amplifikacios
1épést a konyvtar elokészitése részeként. Ennek a megkdzelitésnek az jdonsaga, hogy a
szekvenalando DNS-szal kozvetleniil elemezhetd. A nanoporusos szekvenalasi stratégia a négy
bazis kiilonbozo elektromos tulajdonsagaira épiil. Ennél a szekvenalasi stratégianal az egyszalu
DNS darabokat nanoporusokon vezetik at, melyeknek atméréje 1 nm nagysagi (51). A
kiilonb6z6 nukleotidok a porusokon dtmend aramerdséget kiilonbdzdé mértékben valtoztatjak
meg athaladaskor. Minden egyes szal egyenként keriil leolvasasra, nincs sziikség DNS
sokszorositasra (52). A nanoporusos szekvenalas akar 2 Mb hosszisagli olvasatokat is képes
produkélni. A modszer hatranya az alacsonyabb ateresztd képeség, valamint a magasabb
hibaaranya (kb. 10%) a mésodik generacids szekvendlod berendezésekhez képest. A modszer
elénye, hogy egyetlen masik platform sem teszi lehetdvé a minta valos idejli elemzését,

mikozben a szekvenalas folyamatban van (53).

Habar az ijabb technoldgidknal a hibaarany joval magasabb a méasodik generacios szekvenalasi
technologidkhoz képest, ez a probléma megoldhatd a szekvenalasi mélység novelésével.
Jelenleg is folyik ezen Uj technoldgidk fejlesztése, tokéletesitése. Schloss €s mtsai. képesek
voltak csokkenteni a 16 SrRNS gén V1 - V9 régiojaban megfigyelt hibaaranyt 0,69-r61 0,027%
-ra a PacBio szekvenalas esetében (54). A harmadik generacids szekvenald rendszerek a

crer

kapcsolatos kérdések megvalaszolasahoz.
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3.2 A 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas eredményét torzité biologiai és

technikai tényezok

Mivel mindegyik tenyésztés fliggetlen mikrobialis 0sszetétel vizsgaldo modszernél tobb 1épéses
eljarasrol van sz6 az eredményt szamos kisérleti faktor (példdul mintagytijtés, DNS izolalés,
sejtlizis, szekvenalasi stratégia/platform, primerek, bioinformatikai elemzés) befolydsolja és

torzitja (49).
3.2.1 Mintavétel és tarolas

A mintavétel az egyik kulcsfontossagu technikai tényezd a mikrobakozosségek Osszetételének
¢s diverzitdsanak Osszehasonlitdsdra szolgaldé nukleinsav alapu szekvendldsi moddszerek
alkalmazasa soran (55). A kiillonboz6 mintavételi tipusok kozott jelent6s kiilonbségek
figyelhet6k meg (49). A mintavétel torténhet invaziv modon biopszia vételével, vagy kevéssé
invaziv moédon steril tampon alkalmazasaval a végbélbdl, illetve a mikrobialis konzorciumok

vizsgalhatok a széklet mintakbol kozvetleniil (56-58).

Mintagyijtés soran a kiilonbozo kornyezeti tényezok (homérséklet, paratartalom) befolyasoljak
a bél-mikrobiom Osszetétel meghatarozasat. A kornyezeti forrasbol szarmazd DNS szennyezés
sem hagyhato figyelmen kiviil a kisérlet megtervezése soran. A mikrobialis DNS szennyezés
jelentdsen torzithatja a kapott szekvenalasi eredményeket, a taxondmiai eloszlasokat,
baktériumok relativ gyakorisagat, ezaltal téves kovetkeztetések levonasat eredményezheti a
kutatas soran. A mintavétel idejének minimalizalasaval és aszeptikus laboratoriumi eszk6zok

(koztiik kesztyiik, maszkok és hajhalo) hasznalataval csokkentheté a DNS kontaminacio (59).

A minta gylijtés idotartalma és a szallitasi koriilmények szintén befolyadsolhatjdk az izolalt
nukleinsavak mindségét és mennyiségét ennek kovetkeztében hatdssal vannak a késébbi
szekvenalas eredményére is. A mikrobidlis Osszetétel instabil, ezért az azonnali fagyasztas
jelentené a legoptimalisabb koriilményt, de ez nem minden esetben megvalosithat6. Jelenleg
szamos kémiai tartésitasi modszert alkalmaznak a mintavétel és szallitds soran, amelyek a

mikroba Osszetétel stabilitasat hivatottak fentartani (60).

A minta tarolasi koriilménye szintén befolyasolja a szekvenalas eredményét (61-63). A minta
fagyasztasa soran a Firmicutes/Bacteroidetes baktérium torzsek aranyanak novekedése
figyelhet6 meg (64). Tovabba, a mikrobialis mintak hosszantarté tarolasa soran jelentdsen
csokken a mikrobakozosségek diverzitasa és emelkedik bizonyos baktériumok mennyisége

(példaul Lactobacillus) (49).
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3.2.2 DNS izoldlas hatékonysdaga

Minden tenyésztés fliggetlen nukleinsav alapu molekuldris genetikai modszer alkalmazasa
soran elengedhetetlen 1épés a DNS kivonasa a mintakbol (6). Az alkalmazott DNS izolalasi

protokollok kritikusan befolyasoljadk a bél-mikrobiom vizsgalatok eredményeit, hatéssal

cres

A nem megfeleléen megvalasztott, illetve kivitelezett nukleinsav kinyerési protokollokra épiild
szekvenalasok eredményei kozott jelentds kiilonbségek tapasztalhatok még adott
laboratoriumon beliil is. Nagyon gyakori, hogy a kis relativ el6fordulast fajokat, amelyek a
teljes mikrobiom 0,1%-at alkotjak, egyaltalan nem képesek detektalni. Habar ezek a mikrobak
meglehetésen csekély hatassal birnak a teljes mikrobiomra, mégis jelentdséget nyerhetnek a
megvaltozott kornyezeti feltételek mellett. Gyakorisaguk, eléfordulasuk megndhet, ezaltal
valtozhat a mikrobiom variabilitasa, 6sszetétele, a gazda fitnesze és ily mddon fontos evolicios

tényez6t jelenthetnek (67).

A DNS extrakcio hatékonysagat befolyasolja a minta homogenizalasa a sejtlizis (mechanikai,
kémiai, enzimatikus és ezek kombinacidja) a bélsar Osszetétele (benne talalhatdo anyagok
nukleinsav abszorpcids tulajdonsdga) a mintaban taldlhatdé PCR inhibitorok koextrakcioja,
valamint az izoldlhatd6 DNS mennyisége és a lizis soran fellépd toredezettségébdl adodod

mindsége (5, 49, 55).

A szakirodalom bdven taglalja, hogy az izolalt DNS kihozatala és tisztasdga fontos tényezo
mikrobialis 6koszisztémak vizsgalata soran (67). A kiilonbdz6 DNS izolalasi metodikak széklet
mintak esetén eltéré mennyiségli DNS-t eredményeznek és gyakran szamottevd mennyiségii

szennyez6 anyag iS talalhaté az izolatumban.

A kisérd szennyezd anyagok els@sorban a székletben taldlhato élelmiszer bomlastermékekbdl
szarmaznak (glikanok), valamint epesot és poliszacharidokat is tartalmaznak, ezek gatoljak a
DNS izolalas hatékonysagat, valamint az enzimatikus reakciokat, igy gyakran PCR inhibitorok
is lehetnek. A DNS utolagos akar tobb 1épcsds tisztitasa hatdsos megoldas lehet a szennyezd
anyagok eliminalasara (68). Hatékony DNS utotisztitasi 1épés a DNS agardz gélen torténd
visszaizolaldsa, a DNS szelektiv kotése szilika membranhoz, valamint kiillonb6z0 magneses
gyongyokhoz. Azonban a DNS utdlagos tisztitisa sordn a DNS mennyisége gyakran
drasztikusan lecsokken, mely a mikrobialis Okoszisztémaban az alacsony egyedszamban

megtalalhato fajok detektalasat neheziti meg.
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Ez komoly dilemma elé allitja a kutatot, abbdol a szempontbdl, hogy melyik moédszer a
legalkalmasabb a vizsgalt mikrobidlis minta feldolgozasara. Mivel vagy nagy mennyiségi
(Ggynevezett multitemplatot hordozd), de szennyezett DNS mintat hasznalnak, vagy egy nagy
tisztasagy, de a valdsnal joval kisebb mikrobialis diverzitast tartalmazo mintabol kell

kovetkeztetéseket levonni az eredeti mikrobialis populaciora.

Tovabbi gondot jelent, hogy a kiilonb6z6 modszerekkel eltéré mértékben reprodukalhatd az
izolalt DNS mindsége/mennyisége. A reprodukalhatdésag biztositdsahoz ma mar szamos
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd6 DNS izolalé kit all rendelkezésiinkre, amelyek
tobbségben szilicium-dioxid-alapi oszlopot vagy magneses gyongy alapt technikat
alkalmaznak. A szilicium-dioxid-alapti membranos izolalas esetében a DNS magas pH és s6
koncentracié mellet kotddik a szilard fazishoz. A magneses izolalds soran magneses mezot
alkalmaznak a mikrométer nagysagii paramagneses részecskék elvalasztasahoz a
szuszpenziotol (5). A molekularis biologiaban a magneses gyongyok egyszerli és megbizhato
modszert nyUjtanak a kiilonféle tipusi biomolekulak koztiik genomi DNS, plazmidok,

mitokondrialis DNS, RNS és fehérjék tisztitasara (69).

A kereskedelmi forgalomban beszerezhetd DNS izolalo kitek elénye, hogy nagy mintaszam
esetében alkalmazhatoak automatizalt DNS izolaldé robotokra (70). A legtobb kereskedelmi
forgalomban kaphato kit f6 hatranyanak tartjak, hogy a mikrobialis eredetli mintakbol a DNS-
eléforduld fajokat képes csak izolélni €s a kis egyedszamu kozoss€g szempontjabol fontos

szereppel bird fajok nem észlelhetok (71).

Ezenkiviil a kiilonb6z6 DNS extrakcios kitek eltéré tulajdonsagaibol adododan eltérd
hatékonysaggal izolalnak ugyanazon mintdbol, ami eltérdé Osszetételli mindségli DNS

izolatumokat eredményez (6, 72).

Szamos tanulmany a konvencionalis fenol-kloroform-izoamilalkoholos (25:24:1) DNS izolalo
modszerre tamaszkodik, amelynek mennyiségi kihozatala nagysagrendekkel nagyobb, mint a
kereskedelmi forgalomban kaphato izolalo kitek esetében, ellenben a kitek alkalmazasaval jobb

DNS tisztasag €s diverzebb mikrobiota profil érhet6 el (73).
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A minta homogenizalasa

A székletmatrixban taldlhato baktériumok nem szabadon lebegd egyedek, inkabb felszinhez
tarsult kozosségekben élnek, ahol taplalkozasi és védelmi eldnyok alapjan ragaszkodnak a
biomasszahoz. Mivel a széklet mintdk jelentdsen kiilonboznek egymdstol a minta
homogenizalasa alapvetd fontosagia. A DNS izolalas els6 1épéseként ki kell vonnunk és fel kell
tarnunk a székletben jelen 1€v0, a bélflora mikrobidlis kdozdsséget reprezentald baktériumokat.
Ennek soran olyan eljaras optimalizalasa a cél, amelyben a kapott extraktum a legnagyobb
szdmban tartalmazza a kiilonb6zo baktérium sejtekbdl a DNS-t. A székletmintabdl torténé DNS
izolalast vagy a széklettel egyiitt végzik (direkt lizis), vagy a vizsgalt bakterialis sejteket elobb
levalasztjdk a szennyezd forrasoktol, tigynevezett centrifugaldsos 1épésekkel bakterialis
sejtszuszpenziot készitenek (indirekt modszer). A megfeleld centrifugélési eljaras kidolgozéasa
nagymértékben befolyasolja a székletbdl kitilepitett mikrobiom dsszetételét. Elonye, hogy az
ezaltal kapott bakteridlis sejtszuszpenzid szennyezd forrasoktél mentes lesz. Azonban jéval
alacsonyabb DNS kihozatalt eredményez a direkt lizishez képest, igy a valosnal joval kisebb

diverzitasi mintat kapunk (74).

Lizis/Sejtek feltarasa

A mikrobidlis konzorciumok vizsgalatanal egy masik kritikus pont a sejtek feltdrasanak
hatékonysaga (6). Bizonyos baktérium-csoportokbodl sejtfalosszetételiikbol adodoéan (Gram-
pozitiv) nehezebben nyerhetd ki a DNS, egy gyengébb lizis alkalmazésa soran ezek a fajok
alulreprezentalva jelennek meg a szekvenalas soran (4, 75). A bakterialis burkok kozott a

legkifejezettebb kiilonbség a Gram-pozitiv és Gram-negativ sejtfalak k6zott van (73).

A székletben talalhato bakterialis sejtek feltarhatok kémiai, mechanikai vagy enzimatikus tton,

valamint a hatékony sejtfeltaras érdekében gyakran ezek kombinacioit alkalmazzak (49).

A kémiai sejtfeltarast detergens vegyiiletekkel (natrium-dodecil-szulfat (SDS), cetil-trimetil-
ammonium-bromid (CTAB)) proteinaz K jelenlétében, az enzimatikus lizist lizozimmal,
pronézzal (bakterialis eredetli aspecifikus proteindz) a mechanikus lizis esetében pedig keramia

vagy rozsdamentes acélgyongyoket alkalmaznak (6).

A Gram-pozitiv baktériumok sejtfalanak feltarasahoz a szakirodalom a mechanikai sejtfeltarast

(iveggyongy, keramiagyongy, ,,bead beating”) javasolja.

Azonban a mechanikai lizis novelheti az izolalt DNS toredezettségét, mely a PCR amplifikécio

soran miitermékek kimérak keletkezéséhez vezethet (64).
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Masrészt egy enyhébb kezelés részleges lizist eredményezhet, ezaltal a vastagabb
peptidoglikan sejtfallal rendelkezd baktériumok esetében a DNS nem szabadul fel, igy nem
jarul hozza a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalds eredményéhez, ami torzitja a mikrobialis
Osszetétel meghatarozasat (49). Ezért is fontos a sejtlizis optimalizalasa, hogy olyan DNS-t
nyerjiink ki, ami a kiilonbozo sejtfalosszetétellel rendelkezd baktériumok képviseldit

reprezentativan tartalmazza (71).
3.2.3 PCR inhibitorok

A PCR egy enzimatikus reakcio és ebbdl kovetkezik, hogy érzékeny azon anyagok jelenlétére,
melyek gatoljak az enzim miikddését. A PCR inhibitorok részlegesen vagy akar teljes
mértékben gatolhatjak az enzimatikus reakciokat. A PCR inhibitor komponensek leggyakoribb
forrdsa a minta matrixa, mely egyiitt extrahalodik a DNS-el a minta feltarasat kovetden. A 16
S rRNS gén amplikon szekvenalds tobblépéses PCR reakciokat tartalmaz, mely soran a
mintaban talalhato inhibitor komponensek jelenléte a PCR minden 1épésében kifejthetik gatld
hatasukat. A gatldo anyagok jellege és mennyisége mintdnként valtozo, hatdsuk jellemzden
koncentraciofiiggd, a kit-alapi DNS-extrakcios modszerek alkalmazasa csokkenti a

mennyiségiiket (5).

Az inhibitorok kozott megkiilonboztettiink szervetlen anyagokat, és szerves anyagokat
(huminsav, epesok és poliszacharidok) (49). A szervetlen inhibitorok koziil a leggyakoribbak a
kationok (K*, Na*, Mg?* és Ca®"). A kalciumion kétértékii kation, képes a PCR reakciokat
gatolni azaltal, hogy kompetitora a polimeraz enzimek kofaktoranak a magnéziumionnak. A
PCR inhibitorok jelentds része szerves vegyiilet, amelyek az izolalas soran keriilnek a DNS
izolatumot tartalmazo oldatba. A széklet kiilonféle PCR inhibitorokat tartalmaz, amelyek
kozvetleniil befolyasoljak a DNS extrakciot és a 16 S rRNS gén amplikon konyvtarkészités
soran alkalmazott PCR reakciok hatékonysagat (76).

A széklet Osszetett biologiai minta szamos mikroorganizmus ¢€s kiilonbozo tipust élelmiszer
bomléstermék talalhato meg benne, példaul glikanok, amelyek befolydsoljdk a molekularis
vizsgalatok érzékenységét (68). A glikanok elssorban z6ldségfogyasztas bomlastermékeibdl
keriilnek a székletbe. A glikdnok szerkezetiikkb6l adoddan hasonld fizikai-kémiai
tulajdonsaggal rendelkeznek, mint a nukleinsavak, emiatt a DNS-t kiszorithatjak az abszorpcios
helyekrdl izolalasi 1épések soran, ami csokkenti a DNS extrakcid hatékonysagat. A PCR
reakciokat is gatolhatjak, mivel képesek a szabad DNS molekuldkhoz kotddni és ezaltal

csokkentik a DNS-DNS hibridizacio hatékonysagat (68, 77).
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Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a baktériumok a székletben még nagyon magas
koncentracioban is észlelhetetlenek maradhatnak ezeknek a PCR inhibitorok jelenléte miatt (65,

77, 78).

A bél-mikrobiomban el6fordulé Escherichia coli ¢és Enterococcus baktériumok
exopoliszacharidokat termelnek (79, 80). A baktériumok altal termelt a székletben jelen 1évo
exopoliszacharidok szintén gatoljak az enzimatikus reakciokat €s torzithatjak a bél-mikrobiota

Osszetételére vonatkozo eredményeket (79, 80).

Kiilonb6z6 modszereket fejlesztettek ki az inhibitorok székletbdl torténd eltavolitasara vagy
inaktivalasara, amivel nagy tisztasagi DNS éallithaté el6. Azonban korlatozott mennyiségben
rendelkezésre all6 mintak analizisekor, vagy alacsony egyedszamban jelenlévd mikrobak
vizsgalata soran, nem biztos, hogy a DNS tisztitasi modszer alkalmazasaval a bél-mikrobidta

valodi Osszetételét kapjuk meg (79, 80).
3.2.4 Kontamindcid/Reagens szennyezédés/Kitome

A DNS extrakcios kitekben és a laboratoriumi reagensekben talalhatdé DNS szennyezés
jelentdsen befolyasolhatja a mikrobidta vizsgalatok eredményeit. A DNS szennyezés lehetséges
forrasai a molekularis biologiai tisztasagu viz, PCR-reagensek a DNS-extrakcios kitek,

valamint a laboratoriumi kornyezet is (81).

A reagens mikrobiom (,,Kitome”) jelentdségének figyelmen kiviil hagyasa fokozott diverzitast
eredményezhet a bioldgiai mintdkban, ami a 16 S rRNS gén alapi amplikon szekvenalas
eredményét nagymértékben befolyasolja. Eddig szdmos olyan mikrobialis DNS szennyezést
sikeriilt azonositania a kutatoknak, amelyek els6sorban talajban és vizben €l6 nitrogénkotd
baktérium nemzetségekhez tartoznak, mint az Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Bradyrhizobium, Herbaspirillum, Legionella, Leifsonia, Mesorhizobium, Methylobacterium,

Microbacterium, Novosphingobium, Pseudomonas, Ralstonia, Sphinganthom (59).

Ennek egyik lehetséges magyardzata az, hogy az ultratiszta viz eldallitdsa soran gyakran

nitrogént hasznalnak (82).

Szamos modszert dolgoztak ki a reagensek kezelésére a lehetséges szennyezddés csokkentése
¢rdekében, ideértve a gamma- vagy UV-sugarzast, DNaz-kezelést, restrikcios emésztést,
cézium-klorid-stirtiség-gradiens centrifugalast, DNS-interkalaciot és keresztkotést 8-metoxi-

pszoralénnel, propidium-monoaziddal vagy etidium-monoaziddal.
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Azonban a javasolt mddszerek egyike sem bizonyult teljes mértékben alkalmasnak a reagens

DNS szennyez6désének megbizhato csokkentésére (83).

A szennyez0 DNS jelenléte kiilonds kihivast jelent az alacsony mikrobialis biomasszat
tartalmazé mintakkal dolgozé kutatok szamara (84). A kiindulasi anyag alacsony abszollt
mennyiségét meghaladhatja a minta feldolgozasahoz hasznalt reagensekbdl vagy laboratoriumi
eszk6zokbdl szarmazd DNS szennyezés, igy a mikrobidlis eredmények egy része vagy egésze

kornyezeti forrasokbol szarmazhat (59, 84).

Mivel a DNS extrakcids kitek olyan torzitasokat vezetnek be, amelyek az Osszes mintat
egyforman érintik, ezek a torzitasok szabalyozhatdak és mérsékelhetdéek ugyanazon reagens

hasznalataval a megfeleld negativ és pozitiv technikai kontrolok bevezetése altal (81).
3.3 A mikrobiom és a gazdaszervezet kolcsonhatasa

A mikrobidta magéiba foglalja a patogén és nem-patogén mikroorganizmusok (baktériumok
archedk, virusok, gombdk és protozoonok) Osszességét, amelyek szamukra lakhelyet és
tapanyagforrast egyarant biztosito gazdaszervezettel egyiitt élnek. A mikrobiom a
jelenti (85). Osszetett és diszkrét dkoszisztémat alkot a gazdaszervezeten beliil és kiviil,
alkalmazkodik az egyes ¢él6helyek kornyezeti feltételeihez. A mikrobiom és a gazdaszervezet

kozotti koegzisztencia nem csupan egyiitt 1étezést, hanem kolesonds kapesolatot is jelent (30).

A szimbionta mikroorganizmusaink mintegy ,,szuperszervként” 1ényeges befolyassal birnak a
gazdaszervezet miikodésére, tomegiik és az altaluk szolgaltatott genetikai informéciok miatt.
Az eml8sok emésztdrendszeri mikrobiomja genetikailag rendkiviil heterogén és nagymértékdi.
Becslések szerint mintegy 500-1000 kiilonb6z6é baktérium fajt tartalmaz (86). Sokaig tartotta
magét az a nézet, hogy az emberi sejtek szamahoz (~10%%) képest a mikrobialis sejtek szama
egy nagysagrenddel nagyobb a human szervezetben (~10'%), valamint a mikrobiom génkészlete
szazszor tobb mint, az emberi genomé (87).

Ezek az adatok az NGS technologiak megjelenésével és fejlodésével doltek meg. Jelenlegi
kutatasok alapjan ugy gondoljak hogy, a human és mikrobialis sejtek aranya sokkal inkabb 1:1,
a korabban vélt 1:10-hez képest (88).

A kiilonb6z0 testrészeken a mikrobdk szama €s fajgazdagsaga eltérd, a mikrobiom legnagyobb

mikroorganizmus populacidja a bélben lokalizalodik.
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A Dbél-mikrobiota olyan, mint egy ujjlenyomat, minden gazda bélrendszerében egyedi

Osszetételll, ra jellemzd mikrobanépesség, mikrobiom él.

A bél-mikrobiota a gazdaszervezettel valodi szimbiozisban €l és szamos egészséget befolyasolo
funkcidt 1at el, egyebek kozott kozremikodik a korokozo baktériumok megtelepedésének
kivédésében azaltal, hogy fizikai gatat képez. Fokozza a bélrendszer immunrendszerének
hatékonysagat, védi a bélnyalkahartya integritasat (89). A jol miikk6d6 bél-mikrobiota fontos
szerepet t0lt be az emésztésben, epesav szintézisben, valamint fontos vitaminokkal,
nyomelemekkel latja el a gazdaszervezetet (90). A Metabolikus aktivitisa egy szerv
miikodéséhez hasonlithato, ,.elfelejtett szervként” is emlitik. Emészthetetlen szénhidratok és
fehérjék fermentacioja utjan energiat termelnek, és eldsegitik a rovidlanch zsirsavak [short-
chain fatty acids (SCFAs)] keletkezését és felszivodasat, amelyeket a vastagbél a majsejtek és

1izomszovetek hasznalnak fel.

A bél-mikrobidta egyenstlya a gazdaszervezet szdmdra szdmos eldnnyel jar, mig
egyensulyanak megbomldsa (diszbidzis) szdmos anyagcserével ¢€s immunrendszerrel

Osszefliggd betegség kialakulasahoz vezet (91).
3.3.1 SCFA termelés

A bél-mikrobiom baktériumai emészthetetlen szénhidratok (leginkabb rostok) fermentacioja
soran energiat termelnek, és eldsegitik a rovidlancu zsirsavak termelddését €s felszivodasat. Ez
a folyamat biztositja a gazdaszervezet szamara, hogy hasznositani tudja azt az energiat, ami a
GIT felsébb részeiben nem emészthetd szénhidratokbol (jellemzden rostokbol) és fehérjékbdl
szabadul fel. Az SCFA-k telitett nyilt lancii monokarbonsavak, szénlancuk hat szénatomnal
rovidebb (92). A legfontosabb ilyen zsirsavak az acetat (ecetsav), propionat (propionsav) és a
butirat (vajsav), ezek molaris aranya a vastagélben 60:20:20 (93-95). Az acetatot és a
propionatot foként a Bacteroidetes, mig a butiratot a Firmicutes baktérium torzsek termelik
(96).

Az acetat termelésére a baktérium fajok széles skéaldja képes a legtobb enteralis baktérium
termeli, példaul Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Akkermansia muciniphila,

Bacteroides spp., Prevotella spp., Ruminococcus spp. és a Streptococcus (96).

A propionat és butirat szintézis utvonalai konzervaltak, és szubsztrat specifikusak csak

bizonyos baktériumok tudjak eléallitani 6ket (96, 97).
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A propionatot a Phascolarctobacterium succinatutens, Bacteroides spp., Dialister spp.,
Megasphaera elsdenii, Veillonella spp., Coprococcus catus, Roseburia inulinivorans,

Ruminococcus obeum és Akkermansia muciniphila baktériumok termelik (96, 97).

A legfontosabb butirat termelé baktériumok; a Roseburia spp., Ruminococcus spp.,
Subdoligranulum spp., Eubacterium rectale, Clostridium leptum, Eubacterium hallii,
Coprococcus eutactus, Faecalibacterium prausnitzii, Anaerostipes caccae, Butyrococcus

pullicaecorum, Blautia obeum és Coprococcus catus (96, 97).

A megtermelt SCFA-k akar 95%-a felszivodik a vastagbélsejtekben és ezt kdvetden eltéréen

hasznosulnak.

A butirat vitathatatlanul a legfontosabb SCFA a gazdaszervezet egészsége szempontjabol (95),
a bél sejtek (kolonocitak) energiaforrasai, elésegitik a bél-epithelialis sejtjeinek
differencialodasat. Potencidlis rdkellenes aktivitdssal is rendelkezik, mivel képes a sejtek
apoptdzisat indukalni, valamint hiszton-deacetilazok gatlasaval a génexpresszio szabalyozasara
(98). A butirat cAMP-fliggé mechanizmus révén aktivalja a bélben a glilkoneogenezist, ezaltal
fontos hatasa van az energia homeosztazisra. Tovabba, csokkenti a bélnyalkahartya gyulladasat
azaltal, hogy gatolja az NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells)

transzkripcios faktor és az interferon gamma termel6dését (IFN-y) (99).

Az acetat a majban a koleszterin €s a zsirsavak szintézisének szubsztratuma, serkenti a bél
véraramlasat és az oxigén felvételét, valamint a bél motilitdsat is fokozza. Az acetat a
legnagyobb mennyiségben kimutathato SCFA a vérben és elengedhetetlen kofaktor a tobbi
baktérium szaporodasahoz, példaul a Faecalibacterium prausnitzii nem tenyészthetd acetat
hianyaban (100). Az acetat bélhamsejteken torténd felszivodasat kovetben a periférias
szovetekbe szallitodik, ahol koleszterin anyagcsere és lipogenezis egyik szubsztratja, valamint

jelentds szerepet jatszik a kdzponti étvagyszabalyozasban is (101).

A propionat csokkenti a lipogenezist (zsirsejtek szintézise), a szérum koleszterinszintjét,
antikarcinogén hatast, valamint telitettség érzést valt ki. A propionat szintén a hamsejtek

energiaforrasa, de atkeriil a majba is, ahol a gliikkoneogenezisben is szerepet jatszik (102).

Bizonyos Bacteroidetes és Firmicutes torzshdz tartozo fajok képesek aminosav fermentacioja

altal butirat és propionat szintézisére.

22



Az SCFA-k nagyon fontos szerepet jatszanak a pH szabalyozéasaban ezaltal kedvezdtlen
feltételeket teremtenek a masodlagos epesavak (7-dezoxikolat és litokolat) 1étrejottének (103),
novelik a kalcium, a vas és a magnézium felszivodasat (103). Ezenkiviil, ezek a savak
befolyéasoljak a belek normal szerkezetének, integritdsanak és mukodésének fenntartasat.
Gyulladasgatld aktivitdsuk van, amely magadban foglalja a gyulladdsos mediatorok

aktivitasanak gatlasat a bélhamban (104).

Ezenkiviil az SCFA-k termelddése olyan koriilményeket teremt a vastagbélben, ami a jotékony
bél-mikrobiotak szaporodasat segiti eld, ezaltal gatoljak a patogén mikroorganizmusok, példaul
az Escherichia coli, a Salmonella vagy a Campylobacter névekedését, amelyek versengenek a
kolonizacios helyekért (105).

Az SCFA-k a szisztémas lipid- és a gliikoz/inzulin anyagcsere szabalyozéasaban is részt
vesznek, mint jelatviteli molekulak (106). Hatasaikat részben a specifikus G-fehérje-kapcsolt
zsirsavreceptor-2 és -3 (GPR41/FFAR2 ¢és GPR43/FFAR3) aktivaldsa Utjan fejtik ki. Ezen
receptorok a bélepitheliumban, a zsirszovetekben és a hasnyalmirigy szigetsejtekben is
expresszalodnak (107). A rovid lancu zsirsavak javitjak a metabolikus funkcidkat 2-es tipusu
cukorbetegségben. Tovabba, az SCFA-k csokkentik a zsirszovetben a pro-inflammatorikus
citokinek termelédését. Ezen antinflammatorikus hatasaik altal eldsegitik a gliikoz felvételt és

csokkentik a vércukorszintet, ezaltal csokkentik az inzulinrezisztenciat (107).

A bél-mikrobidta, az 4ltala termelt rovidlanct zsirsavak Utjdn részt vesz a vérnyomads
szabalyozasaban is. G-fehérjékhez kapcsolt receptorok (Olfr78 receptor) taldlhatdak a vesék
juxtaglomerularis apparatusaban, amelyek szabalyozzak a renin szekréciot, valaszul a jelenlévd
SCFA-ra. A Gprdl, ami szintén egy G-fehérjéhez kapcsolt receptor kifejezddik az erek
simaizom sejtjeiben és szintén érzékenyek az SCFA-ra (108). A propionatok ezzel a
mechanizmussal okoznak értagulatot ezaltal csokkentik a vérnyomast. Korabbi tanulmanyban
kimutattdk, hogy az antibiotikum adagoldsa emelte a vérnyomdast egerekben, amit az

antibiotikum hatasara sériilt bélfloraval magyaraztak.

A tapanyagok megfeleld 0Osszedllitasaval a rovidlanct zsirsavak szintézise jelentdsen

befolyasolhato és az élettanilag kedvezd hatasok fokozhatok. Rostban gazdag étrend elésegiti

crcr

Az SCFA-nak a gyulladasos bélbetegségek prevenciojaban is fontos szerepe van.
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3.3.2 Epesav szintézis

A gerinceseknél az epesavak alapvetd szerepet jatszanak a zsiranyagcserében. Az epesavak a

maj hepatocitaiban szintetizalddnak koleszterinb6l (109).

Detergens tulajdonsaguak, étkezés utan a vékonybélbe szekretalddnak, ahol eldsegitik a zsirok

¢s zsiroldékony vitaminok (A, D, E és K) emésztését és enterocitak altali felszivodasat.

Az epesavak hormonszerli hatasokat is kivaltanak, szabalyozzdk a tapanyagcserét (110),
specifikus magreceptorok és G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GPCR) aktivalodasa altal
(110).

crer

A bélbaktériumok az epesék szamos Dbiotranszformacidjat képesek végrehajtani
dehidrogenaz (HSDH) és az epesav hidrolaz (BSH) végzik, melyeket a bélbaktériumok
allitanak el6 (112). A masodlagos epesavak (dezoxikolsav és litokolsav) bakterialis 7 o/f3-
dehidroxilaciojaval képzédnek (113). A Gram-pozitiv bélbaktériumok rendelkeznek
leggyakrabban BSH aktivitassal, beleértve a Clostridium, Enterococcus, Bifidobacterium és
Lactobacillus (114-115), mig a Gram-negativ baktériumok esetében eddig csak a Bacteroides

nemzetség tagjaiban mutattak ki (115).

Az epesavak antimikrobidlis hatastiak, amit a detergens €s hidrofob tulajdonsaguk eredményez.
Az epesavak novekvd koncentricidja a bélben a membran réteg bontasat és az integralt
eredményezi. Az epesok még szubmicellaris koncentracidknal is hatdssal lehetnek a membran
lipid Osszetételére (115). A bélbaktériumok szamos mechanizmus révén ellenallnak az
epesoknak, tobbek kozott kiilonbozo efflux pumpak, membran lipid és protein expressszios

mintazatok valtozasa altal (115).

Az epesavak bélbaktériumok altal végzett kiilonféle biotranszformacidja befolydsolja a bél

crer

masodlagos epesavak megnovekedett szintje és GI-rendszerhez kapcsolodd betegségek kozott.
3.3.3 Vitamin szintézis

Tobb mint 40 éve ismert, hogy a bél-mikrobidta baktériumai, mint példaul a Lactobacillus és a
Bifidobacterium de novo képesek szintetizalni a K-vitamint és a B-komplexhez tartozo
vitaminokat (a biotint a kobalamin, a folsav, a niacin , pantoténsav, piridoxin, riboflavin és
tiamin) (87).
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Ezek a vitaminok egyértelmiien fontos szerepet jatszanak a baktériumok anyagcseréjében,
valamint az emldsok metabolikus Gtvonalaira is hatassal vannak (87). ElsGsorban enzimatikus
kofaktorként vagy a kofaktorok prekurzoraként miikddnek (116), példaul a butirat termelés
kozvetleniil két vitamin jelenlététol fiigg, ezek a tiamin és a riboflavin (117, 118). A
vitaminokkal kapcsolatos kofaktorok anyagcseréje energiaigényes folyamat; ezért végso

formaikat vagy eldfutaraikat altalaban a mikrobialis kozosség tagjai szolgaltatjak (87).

A riboflavin és a biotin vitaminok szintézise esetében a Bacteroidetes, Fusobacteria és
Proteobacteria torzsek gyakorlatilag minden mikrobaja, a Firmicutes és Actinobacteria

tagjainak joval kisebb hanyada képes a B-vitamin bioszintézisére (119).
3.3.4 A mikrobiom endokrin funkcioi

A mikrobiom kdzvetlen hatast fejt ki a bél nyalkahartyajara és az enteralis idegrendszerre. Tobb
vegyiiletet termel és szabalyoz, amelyek eljutnak a keringésbe és befolyasoljak a tavolabbi
szervek ¢€s rendszerek miikddését. A mikrobidta metabolikus teljesitménye joval tulmutat a
helyi gasztrointesztinalis rendszeren, miikkddése egy endokrin szerv mitkddéséhez hasonlit. A
mikrobiotak altal termelt metabolitok hatdsaikat az enteralis idegrendszeren kiviil, szdmos mas

szerven, példaul az agyon is kifejtik (120).

A mikrobiomnak kozvetett szerepe van a komplex endokrin héalézatok szabalyozasdban. A
hormonélis metabolitok az intersticidlis szoveteken keresztiill bejutnak a vér- ¢és
nyirokkeringésbe, majd a disztalis célszerveken és szoveteken fejtik ki hatdsukat alacsony

koncentracioban.

Ellentétben mas endokrin rendszerekkel vagy szervekkel — amelyek egyetlen vagy legfeljebb
kis szam{ humoralis agenst valasztanak ki — a bél-mikrobiota tobb szaz metabolit eldallitasara
képes. A bél-mikrobiom bizonyos baktérium torzsei képesek neurotranszmittereket
szintetizalni, példaul y-aminovajsavat (GABA), noradrenalint, dopamint és szerotonint, ezek

hatasukat elsGsorban a kdzponti idegrendszerben (KIR) fejtik ki (121-123).

A bélbaktériumok altal termelt SCFA-k klasszikus endokrin jelatvitel révén hormonalis

hatasokat fejtenek ki. Az SCFA-k szabalyozzak mind az enteroendokrin szerotonin

a leptin hormonok termelését (121-123).

Kozvetett médon és egyeldre ismeretlen mechanizmusok révén a bél-mikrobidta kontrollt

gyakorol a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengelyre (121-123).
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3.3.5 4 bél integritasanak fenntartisa

A gyomor-bél traktus egy specialis szerv, amelyben az étel emésztése mellett dinamikus
kolcsonhatasok Iépnek fel a gazdasejtek €s a komplex mikrobialis kornyezet kozott. A
bélhamréteg (intesztinalis epithelium) fizikai és kémiai (nyalkahartyaréteg) gatjaval, valamint
a sejtes immunrendszerrel egyiitt kulcsfontossagu szerepet tolt be, mint elsé védofal a kiilsé

tényezokkel szemben.

A bélhamtéteg szimbiotikus kapcsolatot tart fenn a bél-mikrobiomot alkoté mikrobiota
tagokkal. A gyomor-bél traktus kommenzalis baktériumai részt vesznek az emésztésben és az

immunrendszer fejlédésében (124).

A bél integritasanak fenntartdsaban alapvetd szerepe van az epithel sejteknek. Az epithel sejtek
szoros kolcsonhatasban vannak a bélben €16 mikrobakkal és hatast gyakorolnak az
immunrendszer tolerancidjanak kialakuldsaban, ezaltal hozzdjarulnak a gazdaszervezet

normalis mitkodéséhez (125).

Az epithel sejtek integritdsanak fenntartasaban az ugynevezett ,tight junction” fehérjék
(occludin, claudin és a zonula occludin) vesznek részt (126). Ezeken a fehérjéken keresztiil a
kéaros anyagok transzportja korlatozott. Az esszencialis molekuldk transzportja, intracellularis
jelatviteli transzdukcids rendszeren keresztiil valosul meg, amelyet szdmos extracellularis

inger, példaul citokinek, GTPazok és poszttranszlacios modositasok is aktivalhatnak.

Ha a transzport rendszer egyensulya megbomlik az a gét integritdsanak sériiléséhez vezet,
amely szdmos koéros allapottal, példaul gyulladasos bélbetegséggel €s anyagcsere zavarokkal

fiigg Ossze (127).

Az SCFA-k fontos szerepet jatszanak az epitelidlis gat integritdsanak szabalyozasaban a ,,tight

junction” fehérjéken keresztiil (92). A vastagbélben termelt SCFA-k koziil a butirat a Claudin-

crer

A belet nyalkahartya béleli, amely rendkiviil hatékony elsé védelmi mechanizmust jelent a
kiils6 kornyezettel szemben (128). Csak néhany specialis baktérium, mint az Akkermansia,
Clostridium, Lactobacillus, Helicobacter és Enterococcus képesek a nyakréteghez kapcsolodni
és ez altal hozzaférni a hamréteghez. Az egészséges vastagbélben nagy mennyiségii
Akkermansia ¢és Lactobacillus talalhat6, mig kiilonbdz6 patologias folyamatokban (példaul
gyulladas, Crohn betegség) mennyiségiik csokken. Ez arra utal, hogy ezek a baktériumok

kulcsfontossagu szerepet jatszanak a bélgat integritasanak fenntartasaban (127).
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A bélhamrendszer immunsejteknek is otthont ad, beleértve a dendritikus sejteket, a T-sejteket,
a B-sejteket és a makrofagokat, amelyek az epithel sejtekkel szoros kapcsolatban miikodnek a

bél homeosztazisanak fenntartasa érdekében (127).
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2. abra: A bélfal kiilonbozo rétegei. A bél-mikrobidtak kézvetlentiil a bél nyalkahartyajahoz tapadnak.
A bél-epithél sejtek képezik a legfontosabb gatat a belso és a kiils6 kornyezet kozott. A Paneth sejtek
antimikrobialis fehérjéket (AMP) termelnek, amelyek gatoljadk a baktériumok megtapaddsat a
hamfelszinen. A bél immunologiai gatja szabalyozza az immuntoleranciat és a patogén baktériumokra
adott valaszt.

3.3.6 Az egyensulyi és diszbiotikus mikrobiom jellemzése

Egyensulyi bél-mikrobiomban a gazdaszervezet szamara elOnyds egészségvédd hatassal
rendelkezd jotékony mikroorganizmusok vannak tulsulyban szamban é€s aktivitidsban a
potencialisan pathogén fajok felett, ezt az allapotot nevezziik eubidzisnak (vagy

normobiodzisnak) (129).

Szimbiomnak nevezziik a gazdaszervezetre kolcsonosen elényds hatast kifejté mikrobak
Osszességét (3). A szimbionta mikrobak mennyisége tag hatarok kozott valtozik, nincsenek
stacioner allapotok a fajok allandé versengésben vannak egymassal a tapanyagokért és a

kolonizacios helyekért.

A mikrobidlis 6koszisztémara a kaotikus dinamika a jellemz6 az Gsszetételében bekovetkezd
kis moédosulasok is hatvanyozottan felnagyitddnak, ezt nevezziik ,,pillangd hatasnak”. A
csoportok tagjai amellett, hogy versengenek az erdforrasokért, képesek arra, hogy
Osszehangoljak az anyagcseréjiiket, bizonyos tulajdonséagaikat és funkciojukat, mivel kdzdsen
hatékonyabb miikddésre képesek, mint az egyes egyedek onalldan. Ezaltal képesek 11 életterek
birtokba vételére €s olyan tdpanyag forrasok felhasznaldsara, amelyekre magukban képtelenek

lennének (130).
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A koldnia tagjai folyamatosan érzékelik a kornyezetiiket és reagalnak is annak valtozéasaira. A
mikrobiom a kiilsé hatdsokkal szemben ellenalobb és tobbféle funkcio ellatasara is képes, mint
az alkotd egyedeinek barmelyike. Egyes fajok magasabb szintli viselkedési rugalmassaggal
rendelkeznek a valtozdo kornyezettel szemben, ennek eredményeképp sikeresebben
megbirkoéznak a kiilonbozé koérnyezeti hatdsokkal. Azokban az esetekben amikor bizonyos
mikrobialis fajok elényhoz jutnak, a tobbi fajnak is alkalmazkodni kell a megvaltozott
kornyezeti feltételekhez, kiilonben kipusztulhatnak (131). A mikrobiom tagjainak 6sszehangolt
miukodése tobb szinten kiillonbozo kordinacidos mechanizmuson keresztiil valésul meg. Egyik
ilyen kordindcidos mechanizmus amikor a mikrobiom tagjai Osszehangoljak rezisztencia
génkészleteiket horizontalis géntranszferen keresztiil, ezaltal képessé valnak egymas
toleralasara és mas sejtek elleni hatékony fellépésre. A mikrobidlis Okoszisztéma tagjai
metabolizmus szintli kordinacidt is alkalmaznak, amikor is a sejtek a kornyezd sejtsiirliség

fliggvényében 6sszehangoltan valtoztatjak meg mitkddéstieket, ezt nevezziik ,, quorum sensing-

nek” (132).

Szamos faktor (étrend, kdrnyezet, stressz, antibiotikum, toxinok, gyogyszerek és korokozok) a
bél-mikrobiom 0sszetételében és igy mitkddésében is komoly modosulasokat eredményezhet,

amely a gazdaszervezet szamos funkciojat befolyasolhatja (128).

Ha a bélflorat alkotd baktériumok diverzitasa csokken, bizonyos baktérium torzsek
elszaporodhatnak, ezéltal a mikrobidlis egyensuly karosodik, diszbiézis alakul ki. A széklet
mikrobiom konzorciumanak NGS-technologidkkal torténéd meghatarozdsa soran a bél-
mikrobiomot alkot6 fajok identifikalasa és filogenetikai azonositasa révén meghatdrozhat6 a

diverzitas valtozasa.

Tovabba, azonosithatd a diszbidzis kdvetkeztében bizonyos baktériumok talndvekedése, illetve
csokkenése, tehat meghatarozhat6 diszbiom 6sszetétele. Diszbiomrol beszéliink minden olyan
mintdzat esetében, amelyek szignifikdnsan eltérnek az egyensulyi mikrobiom Osszetételétdl. A
mikrobidlis 6koszisztéma zavara soran az egészséges gazdaszervezetek bél-mikrobiomjara
jellemzo6 anaerob baktériumok (Firmicutes, Bacteroidetes) mennyisége csokken a fakultativ

anaerob (Proteobacteria) kozosségek javara (91).

A fakultativ anaerob baktériumok mennyiségének novekedésével a bél lumenben emelkedik
az oxigén szint, ami karos metabolitok termelddését eredményezheti (példaul, masodlagos
epesavak). A mikrobidlis 0koszisztéma egyenstlyanak felboruldsa sordn az anaerob SCFA

termeld baktériumok szama is jelentdsen csokken (133).
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A patogén baktériumok tulzott elszaporodasa csokkenti a tapanyagok felszivodasat, noveli a
nyalkahartya vastagsagat, a bélfal atjarhatdosagat és a tapanyagok athaladasdnak sebeségét a

béltraktusban (133).

Tovabba, a bél fokozott permedbilitisa miatt, a patogén baktériumok vagy azok sejtfal
komponensei a bélnyalkahartydn keresztiil kijutnak a bél lumenébdl (transzlokacid) és
akkumulaldédhatnak a szovetek kozotti térben (134). Ebben az esetben a hasznos baktériumok

is artalmassa valhatnak a gazdaszervezetre a béltraktusbol kikeriilve (91).

A gazdaszervezet és a bélflora kozotti egyensuly megbomlasa leggyakrabban a GIT kapcsolatos
betegségeket okoz, amelyekben a gazdaszervezet (immunrendszer) és bél-mikrobiom
egytttmiikodésében bekovetkez6 valtozasok a lumenbdl szarmazo ingerekkel és antigénekkel
ellendrizetlen gyulladast inditanak el és/vagy allandodsitanak a bél nyalkahartyajaban és egyes

esetekben az extraintesztinalis szovetekben is (134).

A diszbidzis nem csak lokdlis gyulladasos folyamatokat valt ki, hanem szdmos mas betegség
kivalto oka is lehet példaul, az irritabilis bél-szindroma, Crohn-betegség, colitis ulcerosa, 2-es
tipusu diabétesz, hipertonia, elhizds (134). Szamos tudomanyos publikacido foglakozik a

diszbidzis okozta patologias folyamatok kialakulasaval a pathobiom Gsszetételével.

A pathobiom azon gazdaszervezethez tarsitott mikroorganizmusokat tartalmazza, amelyek
csokkent egészségi allapotot eredményeznek a gazdaszervezettel valdé kolcsonhatés

eredményeként és kiilonboz6 patologias folyamatok megjelenésével fiiggenek Ossze.
3.3.7 Mikrobidlis okoszisztémak jellemzésére alkalmazott diverzitasi mutatok

Az egyik fontos vizsgalati aspektus a mikrobiom diverzitasa, amit alfa és a béta diverzitasi
mutatok alkalmazasaval hataroznak meg. A mikrobiom annal egészségesebb ellenallobb, minél
nagyobb biodiverzitas jellemezi. A biodiverzitasnak azért is van nagy jelentdsége, mert minél
tobb baktérium torzs talalhato az adott 6koszisztémaban, annal tobbféle funkciot tudnak ellatni.
Egy diverz mikrobiom tobb mindenre képes ¢€s jobban tud alkalmazkodni a kornyezeti
valtozasokhoz. A nagyobb diverzitds funkcionalis redundanciat is jelent, tehat minél tobb faj
van jelen, annal nagyobb a valoszinlisége annak, hogy két faj ugyanazt a feladatot latja el. Ez
azért is fontos, mert ha az egyik faj kihalna a masik tovabbra is képes ugyanazt a funkciot
ellatni. Minél diverzebb a mikrobiom anndl nagyobb az ellendlld képeségiik a kiilsd
tdmadésokkal szemben, mivel egy jol miikodé komplex rendszerben a kiilonb6zd fajok az

Osszes rendelkezésre 4llo  erdforrast  felhasznaljak, ezért a  kiils6 patogén
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mikroorganizmusoknak nincs lehetdsége kolonizaciora (30). A mikrobiom komplexitasanak

meghatarozasara szdmos alfa és béta diverzitasi mutaté all rendelkezéstinkre.

Az alfa diverzitas alkalmazasaval bélflora gazdagsagat és egyenleteségét hatarozzuk meg (30,
135). A leggyakrabban alkalmazott alfa diverzitasi mutatok a megfigyelt OTU-k, Chaol,
Shannon és Simpson indexek (30, 136). Ezek koziil az OTU és Chaol index a mintaban
talalhato fajgazdagsagat a Shannon és a Simpson indexek mind a fajok gazdagsagat, mind az
egyenletességét mérik. A diverzitdas mérésének ritkdbb moddja a filogenetikai gazdagsag

becslése, példaul Faith filogenetikai diverzitdsi mutatoval (37).

A béta diverzitas a k6zosségek egymaskozotti valtozatosadganak mérdszama. A gének kozotti
kiilonbségek meghatarozasahoz az Gsszes mintapar kozott tavolsagmatrixot szamol (137). A
béta diverzitds meghatarozasara alkalmazzak a kvantitativ Bray—Curtis eltérést, ami a két
kozosség Osszehasonlitdsakor figyelembe veszi a taxonok mennyiségét is. A sulyozott Unifrac
diverzitasi mutatd esetében a taxon bdéség mellett informaciét kapunk a filogenetikai
rokonsagrol is (138). Ezzel szemben a sulyozatlan Unifrac tavolsag egy kvalitativ mérdszam,
amely csak a taxonok jelenlétét és hianyat veszi figyelembe a taxonok mennyiségérél nem
kapunk informaciot. Mindkét Unifrac méréshez filogenetikai fa sziikséges, mivel a diverzitasi
értekeket a filogenetikai fan a megosztott és a meg nem osztott baktériumok kozotti teljes
elagazasi tavolsag kiszamitasaval kapjuk meg. A Jaccard-index vagy a hasonlosagi egyiitthato
egy masik kvalitativ mérés, amely nem veszi figyelembe a relativ bdséget, de a taxonok
jelenlét/hianyat igen. A taxonok jelenlétének, hidnyanak ¢és bdségének kiértékelésével
megvizsgalhatjuk a mintak kozotti kozosségek Osszetétele kozotti kiilonbség mértékét. A
rokonsagi kapcsolat hozzdaddsa lehetdvé teszi az evollcios divergencia felmérésének
lehetdségét. Fontos figyelembe venni, hogy bar a taxonok megkiilonbdztethetéek, a rokon

organizmusok valosziniileg hasonlé funkciokat toltenek be (139).

3.4 A broiler csirke mikrobiom vizsgilatinak jelentosége gazdasagi

szempontbol

A baromfifajtak és kiilonbozo a hibridek jelentdsége laboratdériumi modellallatként, valamint
gazdasagi szempontbol egyarant novekszik (140). A broiler csirkék teljes fejodési szakasza

viszonylag rovid, tipikusan 42 nap, ez id6 alatt az ivarérettségen kivil testi fejlettségét eléri.
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A csirkék gyomor-bél mikrobiomjanak taxondomiai Osszetételében jelentds valtozasok
figyelhetok meg a kiilonb6zd ndvekedési szakaszokban, ezért nagyon jol modellezhetd és

nyomon kovethetd a kiilonb6z6 életciklusok hormonalis és mikrobialis valtozasa (141).

A globalis népesség folyamatosan novekszik, és 2050-re varhatdan eléri a 9,6 milliardot. Ezzel
a rohamos nodvekedéssel igyekszik az élelmiszeripar 1€pést tartani, melynek egyenes
kovetkezménye az extrém modon megndvekedett husfogyasztas (10). A novekvéd fogyasztoi
igények kielégitése nagymértékben fiigg a csirkehus eléallitasatol (10). Az elmalt 2 évtized
soran a baromfiipar (broiler csirke) az egyik leghatékonyabb hus eléallito dgazatta valt, és ez
képezi a globalis fehérjetermelés alapjat (142). Az intenziv tenyésztés olyan hibrideket
eredményezett, amelyek hatékonyabban alakitjdk 4t a takarmanyt izomtomeggé, mint a
hagyomanyos fajtak (143). A modern hibridek, mint példaul a Ross 308, kevesebb takarmanyt
igényelnek a kivant sulynovekedés eléréséhez (koriilbeliil 2,5-3 kg) a nevelési iddszak alatt

(3542 nap) (10).

Ez az extrém novekedési sebesség azonban, szamos koros allapot kialakulasahoz vezet (10—
12), mint példaul a magas vérnyomas, a szivelégtelenség, az inzulinrezisztencia €s a kiilonb6z6

fertézésekkel szembeni fokozott hajlam (10-12).

3.4.1 GIT mikrobiom szerepe és fontossiga a bél egészségének fenntartisiban és a

tapanyagok felvételének szempontjabol

Napjainkban a tudomanyos érdeklddés kozéppontjaban all a gazdasagi haszonallatok vastagbél-
mikrobidtdjanak filotipizalasa és metabolikus aktivitasanak feltérképezése, mivel pozitiv hatast

fejt ki az immunrendszerre (144), a GIT fiziologiajara (8), a taplalkozasra (9), bizonyos

vegyiiletek méregtelenitésére és a naturalis mutatokra (9, 145).

A bél-mikrobidta egyenstlya a gazdaszervezet szdmara szdmos eldnnyel jar, mig
egyensulyanak megbomléasa szamos anyagcserével és immunrendszerrel 6sszefliggd betegség

kialakulasahoz vezet (146).

Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a baromfi GIT-mikrobidta
Osszetételének megvaltozasa kulcsfontossagli szerepet jatszik az anyagcserezavarok

kialakulasaban.

A baromfitartds soran az elhaldsos bélgyulladds és a diszbakteridzis allomanyszinti
novekedése figyelhetd meg. A diszbakteridzis vagy mas néven diszbidzis bizonyitottan hatassal

van a broilerek egészségére és teljesitményére.
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A bélcsatorna a madarak legnagyobb szerve, melynek normal miitkodéséhez kiegyensulyozott
bélflora fenntartdsa sziikséges. Ha a bélcsatorna egészségi allapota romlik az aldbbi hatdsok
figyelhet6k meg: a tdpanyagok nem megfelel felszivodasa (nem megfeleld emésztés), ami az
allatok csokkent novekedését eredményezi. Tovabba, kevésbé lesz egyontetii az allomany,
valamint szamos allategészségiigyi probléma meriil fel, példaul fertézésekre vald fokozott

érzékenység (147, 148).

Az elmult 80 évben az antibiotikumokat széles korben alkalmaztdk a baromfik fert6zd
betegségekkel szembeni immunvédelmének tamogatasara (149). A nagylizemi Aallattartas
esetében az antibiotikumok szubterapids dozisanak alkalmazédsa javitotta az egészségi
allapotukat, valamint a novekedési paramétereikre is pozitiv hatassal volt (149). Az ilyen
adalékanyagok rutinszerii és felel6tlen alkalmazésa nemkivanatos kovetkezményekkel jart,
példaul a jotékony bél-mikrobidta szamanak csokkenésével €s az antibiotikumokkal szemben

rezisztens mikrobialis korokozok megjelenésével (15, 16).

Elelmiszerbiztonsagi és human egészségiigyi kockazatuk miatt indokolt az antibiotikumok

mennyiségének csokkentése (149, 150).

A mikrobiota sokfélesége az egyik meghatarozé tényezd a betolakodé kérokozokkal szembeni
rezisztenciaban (2). A mikrobidlis kozosség nagyobb diverzitisa az egészségesebb
gazdaszervezettel kapcsolddik, mig a komplexitas jelentds csokkenése kiillonféle betegségekkel
¢s a korokozok kolonizaciora valdé fokozott hajlamaval jar (151). A GIT-mikrobidta

elmozdulédsa a hasznos baktériumok felé javithatja a gazda egészségi allapotat.

A GIT-mikrobiom kutatasa teriiletén kiemelten fontos a természetes bioaktiv komponensekben
gazdag takarmanykiegészitk — antibiotikumokat helyettesité — alkalmazasi lehetdségek

kidolgozasa.
3.4.2 A mikrobiota osszetétele és megoszlasa a csirke béltraktus kiilonbizd részeiben

A baromfik szervezetében kozel 800 féle baktérium talalhato, amelyek segitik az emésztést és

tamogatjak a szervezet védekezoképeségét (140).

A gyomor-bél traktusban talalhaté mikrobidlis k6zosségek fontos emésztési funkcidkat latnak
el. A taplalék elészor a begyben emésztddik, itt torténik a keményitd lebontasa és a laktat

fermentacioja.

A begyben a mikrobialis konzorciumok sejt stirtisége 10° g* és dontden Lactobacillus spp.,

Bifidobaktérium, valamint Enterobaktérium kolonizalja (8).
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Tobbségben Lactobacillusok talalhatoak a vastag falu elé- és a ziazégyomorban is, amelynek
mikrobidlis sejtszama (108 g7 ) alacsony a gyomornedv sosav és pepszin tartalma miatt (152).
A z0zat a gyomor-bél traktus ,,fogaként” jellemzik, ahol a takarmany mechanikai és kémiai

lebontasa torténik (153).

A tapanyagok felszivodasa a vékonybélben torténik. Ebben a szakaszban nagy (109-10* sejt
g~ 1) baktérium sejt stiriiség talalhatd, amelyet nagymértékben Lactobacillus, kisebb mértékben
pedig kiilonboz6 butirat termeld baktériumok, mint példaul az Enterococcus, Streptococcus és

Clostridium baktériumok népesitenek be (8).

A ceca (vakbél) a legmagasabb mikrobasejt-stiriiséggel rendelkezik (10! sejt g2), a taplalék itt
emésztodik leghosszabb ideig (12-20 o6ra). A vakbélben legnagyobb mennyiségben a
Firmicutes, Bacteroides és a Proteobaktériumok vannak jelen, mig az Actinobaktériumok
szama kevesebb (153). Tovabba, Megamonas, Helicobacter, Campylobacter, Bifidobacterium,
Lactobacillus, Clostridium nemzetségbe tartozé baktériumok talalhatoak meg nagy szamban.
Komplex szubsztratok, példaul celluloz, keményitd és mas poliszacharidok fermentéldsa és
emésztése a vakbélben torténik, amely a legvaltozatosabb bélszakasz. A broilerek ndvekedése
soran a vakbél mikrobiotaja valtozatosabbd diverzebbé valik. A kelés utan koriilbelil 50
nemzetség, mig a 42. napon tobb mint 200 baktérium nemzetség mutathato ki a csirkék ceca

mikrobiomjaban (154) .
3.5 Antibiotikumok kiilonb6zo célu alkalmazasanak kockazatai

Nagylizemi allattartds sordn az allatok fokozott stressznek vannak kitéve, amit novekedéstik €s
fejlddésiik soran szamos tényezd indukalhat. Ezen stressz faktoroknak hatasa van a szervezet
mitkddésének szdmos folyamatara, tobbek kozott képes befolydsolni a viselkedést, az

immunrendszer, a kardiovaszkularis és a gasztrointesztinalis rendszer miikodését.

Hatassal van a KIR és a hormon haztartds mikodésére is (155). A stressz altal kivaltott
molekularis mechanizmusok hatdsara jelent6sen csokkenthet az allatok takarmanyfelvétele és
testtomeggyarapodésa, eléfordulhatnak enterdlis megbetegedések, sulyosabb esetben nd az

elhullas (156).

Mivel nagy egyedszamu allatdllomanyt tartanak viszonylag kis teriileten, igy a fertézéses
megbetegedések gyakorisaga is nagyobb. Fert6zések lekiizdésére bevett protokoll az

antibiotikumok alkalmazasa.
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Az antibiotikumokat az allattenyésztésben a huszadik szazad kozepétdl preventiv €s terapias
alkalmazasa mellett hozzamfokozoként is hasznaltdk egészen 2006-ig, amikor is Eur6pai unio

betiltotta ezen iranyu alkalmazésat.

A vildg szamos részén (India) azonban, tovabbra is hasznaljdk az allattenyésztésben
hozamfokozasra az antibiotikumokat, alacsony doézisban hosszi tdvon, rendszerint a

takarmanyba keverve (157, 158).

Az antibiotikumok alkalmazédsa szdmos nemkivanatos kovetkezményekkel jarhat, példaul a
jotékony bél-mikrobidta populacié szdmanak csokkenésével és az antibiotikumokkal szemben

rezisztens mikrobialis korokozok megjelenésével (159).

Az antibiotikum rezisztencia korunk egyik legnagyobb és legégetbb problémaja. Evente 700
ezer ember hal meg antibiotikumrezisztens fert6zések kovetkeztében a vilagon. Pesszimista
becslések szerint ez a szam 2050-re 10 milliora néhet (160). Amennyiben nem torténik érdemi
valtozés, akkor a vildg vezetd haldlozasi okai koz¢é fog tartozni az antibiotikum rezisztens
baktériumok okozta fertézések. A 2000-es évek eleje ota vildgszinten 65 széazalékkal
emelkedett az antibiotikumok alkalmazasa. A legnagyobb antibiotikumfogyaszté azonban nem
az egészségligy, hanem az allattenyésztés, a fent emlitett indokok miatt. Tovabbi problémat
jelent, hogy az allattenyésztésben alkalmazott antibiotikumok 70 szdzaléka a

humangydgyaszatban hasznalt antibiotikumcsoportokba tartozik (159).

Az antibiotikum rezisztenciat hordozé baktériumok 4llatrol emberre terjedhetnek kozvetlen
érintkezés, példaul nem megfeleléen kezelt his vagy az allati bélsarral kontaminalddott
haszonnovények elfogyasztasaval. Ennek legnagyobb veszélye a humangyogyaszatban
jelentkezik, amikor a rezisztens baktériumok altal okozott fertdzés kezelése nehézkes, az adott

antibiotikum hatastalanna valik (159).

Antibiotikumrezisztencia esetén a baktériumok ellenallnak az elpusztitisukra alkalmazott

antibiotikumoknak.

A rezisztencia kialakulasa baktériumok antibiotikum okozta stressz hatasara kialakult

természetes valaszreakcidja egyfajta védekezési mechanizmus az életben maradasukhoz (161).

Az antibiotikum kezelésnek a mikrobiom Osszetételére is jelentds hatdsa van. A mikrobiom
képes meggatolni a patogén antibiotikumrezisztens baktériumok (ARB) megtelepedését, de
ennek a mechanizmusnak az antibiotikumrezisztencia terjedésére gyakorolt hatasai még nem

teljesen ismertek.
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Az antibiotikumok bizonyos bakterialis korokozdkat céloznak meg, azonban hatasuknak a
tarskolonizald mikrobiota is ki van téve (161). Ez akaratlanul is destabilizalhatja az egészséges
mikrobidlis  kozdsségeket, ami  diszbidzishoz, populaciddinamikai egyensulyanak

megbomlasahoz vezet.

Tovabbd, az antibiotikum 4altal kivaltott diszbidzis az antibiotikumrezisztencia géneket
hordozd baktériumok fokozott expresszidjat eredményezi. Ezen gének horizontalis
transzferének megnovekedett ardnya, valamint az antibiotikum kezelés hatasara felszabadult
okologiai terek, Osszességében novelik a gazdaszervezet ARB kolonizacidra valo
érzékenységét. Ezek az 0Osszefliggések kiillondsen fontosak lehetnek az egészségiigyi
intézményekben ¢€s az allattenyésztésben is, ahol az antibiotikumok hasznalata széles korben

elterjedt (162).

Klinikai szempontbdl ez olyan kozegészségligyi beavatkozasok sziikségességét motivalja,
amelyek minimalizaljak vagy visszaforditjdk az antibiotikum kezeléstdl karosodott allatok és

emberek mikrobiom Osszetételében és diverzitasaban bekovetkezo kedvezOtlen valtozasokat.

Az allattenyésztésben kiemelten fontos olyan természetes bioaktiv komponensekben gazdag
takarmany kiegészit6k nutraceutikumok (pre- probiotikumok, szimbiotikumok) kidolgozasa,

amelyek a jovOben az antibiotikumok kivaltasara alkalmasak lehetnek.
3.6 A tapcsatorna mikrobiom regeneraciojat szolgalo alternativ stratégiak
3.6.1 Nutraceutikumok

Ahogy a bél-mikrobiom homeosztazis fenntartdsdban betoltott kiilonféle szerepeirdl
ismereteink gyarapodnak, ¢s ahogy egyre tobbet tudunk meg arrdl, hogy a mikrobiom
egyensulyanak megbomlasa hogyan jarulhat hozza a kiilonb6z6é betegségek kialakulasdhoz

egyre vonzobba valnak azon terapias stratégidk, amelyek mikrobidlis utitarsainkat célozzak
meg (163).

Manapsag a tudomanyos érdeklodés kézéppontjdban all a névényi bioaktiv vegyiiletekben
gazdag hatéanyagok mas néven nutraceutikumok emberi és allati egészségre kifejtett
hatasainak tanulmanyozasa (164). A nutraceutikumok olyan élelmiszerek vagy élelmiszer
komponensek, amelyek jotékony hatést fejtenek ki az emberi és allati szervezetek egészségére.
A nutraceutikum sz6 az angol eredetli ,,nutrition” taplalkozas ¢€s ,,pharmaceutical” gyodgyszer

szavak kombinaciojabol szarmazik (165).
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Alkalmasak lehetnek korunk legjelentdsebb egészségligyi problémainak, mint példaul a
metabolikus szindréma, az elhizas, a sziv- és érrendszeri betegségek, a csontritkulas és a

cukorbetegség megel6zésére kezelésére (165).

Tovabba, pozitiv hatast fejtenek ki a GIT-mikrobiom Osszetételére, diverzitasara, eldsegitik az
egyensulyi mikrobiom fenntartasat és a kiilonb6zo faktorok (antibiotikum, stressz) hatasara

karosodott diszbiotikus mikrobiom helyreallitasat.

Ennek eredményeként a mikrobialis és novényi alapu vegyiiletek és szarmazékaik fokozott

kutatasi és kereskedelmi figyelmet kaptak az elmult években (19).

A nutraceutikumok alkalmazasa az allattenyésztésben, egy lehetséges megoldast jelent a
bélrendszer egészségi allapotanak megdrzésében, az allatok teljesitményének fokozasaban, az
immunstatuszuk javulasaban és a fert6zésekkel szembenni csokkent érzékenységében. Tehat
Osszességben jelentds pozitiv hatast fejtenek ki az éllatok altaldnos egészségi allapotara és

alkalmazasukkal elkeriilhet6 lehet az antibiotikumok talzott alkalmazasa.

A nutraceutikumok kozé a pre-, pro- és szimbiotikumokat, fitonutrienseket (példaul, polifenol

vegyiiletek), alkaloidokat és a kiilonb6z6 gyogynovényeket soroljuk (166).

Pre- és probiotikumok

A prebiotikumok tébbnyire vizben 0ldodé rostok, lehetnek monoszacharidok, vagy egyszerii
cukrok, amelyeket a gazdaszervezet nem tud emészteni, de a bél-mikrobiotat alkoto
baktériumok igen. Kedvezd hatast gyakorolnak a gazdaszervezetre azaltal, hogy serkentik a
szervezetre jotékony hatdsi hasznos baktériumok novekedését és aktivitdsat az alséd
bélrendszerben. A prebiotikumoknak az aldbbi kritériumoknak kell megfelelnitik:
gazdaszervezet emésztéenzimeivel szemben rezisztensnek kell lenniiik, azonban a
bélbaktériumoknak képesnek kell lenniiik fermentalni dket, olyan modon, hogy ennek soran a

kedvezo baktériumok életképesége és aktivitasa novekedjen meg (167, 168).

A legismertebb prebiotikumok a fruktooligoszacharidok (FOS), az ¢€leszté sejtfal hidrolizise
soran keletkez6 mannéan-oligoszacharidok (MOS), valamint a kevéssé¢ hasznalt galakto-
oligoszacharidok (GOS). A MOS {6 6sszetevéje a mannoz, kotddik az 1-es tipusu fimbridhoz,
ami az enteralis baktériumok gazdasejthez valé megtapaddsaban vesz részt. Ezéltal a manndz
gatolja nemkivénatos baktériumok kolonizécigjat. Tovabba, a MOS fokozza az immunglobulin

crcr

termelését és gatolja a hamszovet karosodasat okozo gyulladasos folyamatok kialakulasat.
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A prebiotikumok kozvetlen hatdsa a baktériumok megkotése. Kozvetett hatasuk abban

nyilvanul meg, hogy egyes baktériumok szamara tapanyagként szolgalnak (10).

Alkalmazasuk szamos jotékony hatast fejt ki a gazdasagi haszonallatok emészté rendszerére,
egyebek kozt stimulaljak a hasznos baktériumok (Lactobacillus, Bifidobacterium,
Faecalibacterium) szaporodasat, a takarmany felszivodasat, és megakadalyoztak a korokozo
baktériumok (Clostridium perfringes) szaporodasat. A FOS nem emésztheté oligoszacharid,

amely rovid szénlancu szénhidratokbdl all (169, 170).

Korabbi kutatdsok kimutattak, hogy az FOS diétas kezelése javitotta az allatok a ndvekedési
teljesitményét, a bél egészségét és pozitivan mddositotta a bél-mikrobidta dsszetételét. Ezen
tulmenden a kdzelmiltban végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy a FOS diétas kezelése fokozza
a bélfermentaciot, serkenti a jotékony baktériumok (SCFA-termel6 baktériumok) szaporodasat,
mikozben gatolja a patogén baktériumok, példaul Clostridia, Escherichia, Salmonella

novekedését (169, 170).

A Dbélcsatorna egészségi allapotat probiotikumok alkalmazasaval is javithatjuk. A
probiotikumok é16 mikroorganizmusokat tartalmazoé készitmények, melyek képesek stabilizalni
az emberek és dllatok bél-mikrobiomjat, azaltal, hogy gatoljak a potencidlisan patogén
baktériumok (E.coli, Sallmonela spp.,) elszaporodasat, el6segitik a jotékony kedvezd
baktériumok szamanak novelését és fenntartasat, valamint képesek olyan enzimek termelésére,

amelyek tamogatjak az emésztési folyamatokat (171).

A leggyakrabban hasznalt probiotikus nemzetségek a Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterococcus, amelyek koziil L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii, L.
rhamnosus, B. bifidum, B. longnum, B. breve; S. thermophilus és S. salivarius fajokat
alkalmazzak leggyakrabban a probiotikus készitményekben. A probiotikus kultiranak szdmos
kritériumnak kell megfelelnie, példaul, hogy kifejtse jotékony hatdsat mint példaul, legyenek
stabilak ellenalloak az emésztdenzimekkel, gyomorsavval és epesavval szemben, fogyasztaskor
él6 sejtformaban, minél nagyobb de legalabb 108 cfu/g mennyiségben kell hogy legyenek.
Tovabba kelloképpen tapadjanak a bélhamhoz, legyenek kolonizaciora képesek. A
probiotikumok a patogén baktériumokkal versenyeznek a bélham tapadasi helyeiért, baktericid
fehérjék szintézisét indukaljdk a Paneth sejtekben. A probiotikumok eldsegitik a bél

crer

differenciaciojat indukaljak, valamint fokozzak a Tight junction fehérjék expressziojat (172).
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Szimbiotikum

A szimbiotikumok a pre- és probiotikumok hatasait kombinaljak. A nem emészthetd
oligoszacharidok prebiotikus szubsztratként szolgalnak, amelyeket a probiotikus torzsek
(Lactobacillus, Bifidobacterium) fermentalnak, ezaltal javitjdk a bevitt probiotikumok
kolonizacigjat és tulélését a GIT-ben. Additiv vagy szinergikus hatast fejtenek ki, képesek a
bél mikrobidlis egyensulydnak helyredllitdsara, javitjdk gazdaszervezet anyagcsere
folyamatainak hatékonysagat a GIT egészségi allapotat. A szimbiotikumok alkalmazasa

elésegiti az SCFA termel6 baktériumok névekedését (19).

A szimbiotikumok hasznalata tamogatja a bél egyensulyi allapotanak fenntartasat, egyfajta
intervencios lehetdséget jelenthet kiilonbdzd GIT kapcsolatos betegségek mérséklésében vagy
akar megel6zésében (19). A szimbiotikumok gatoljak a potencidlisan patogén baktériumok
megtelepedését, mint pl. Clostridium, Escherichia és eldsegitik a jotékony gazdaszervezet
szempontjabol eldnyds baktériumok szaporodasat, mint a Lactobacillus, Faecalibacterium,
Akkermansiaceae. A szimbiotikumok csokkentik a C. jejuni mennyiségét, amely gyakran

bélgyulladast és zoonodzist okoz a baromfiban (173).

A probiotikus baktériumok altal szintetizalt metabolitokat ,,posztbiotikumoknak™ nevezzik.
Egyfajta alternativat jelentenek, mivel a probiotikumok pozitiv hatasat €16 sejtek alkalmazasa
nélkil fejtik ki. Példaul a Lactobacillus sp. képesek szerves savakat és bakteriocint eléallitani,

amelyek eldsegitik a tejsavbaktériumok kolonizaciojat (174).

Fitonutriensek

A fitonutriensek olyan természetes eredetii vegyiiletek, amelyek a novények épségéért és
egészségeert felelnek (védik dket a thlzott napfénytdl és a bogaraktdl). Potencialis terapias

alkalmazasuk az antioxidans, gyulladasgatlo és antimikrobialis tulajdonsagaikbol ered (175).

A polifenol vegyiiletek a fitonutriensek csaladjat képviselik, ide tartoznak a fenolsavak,
flavonoidok, stilbének és a lignok. A természetben a ndvények polifenolokat szintetizalnak
egyrészt védekezeési mechanizmusként az exogén kérokozok ellen, masrészt a sejtek ultraibolya
sugarzas elleni védelmére. A fenolos vegyiiletek gazdag forrasai koz¢ tartoznak a gytimdlcs- és
zo6ldségtermékek sokasaga, mint példaul a citrusfélék, a granatalma, a zold tea, a sz616, meggy
¢és a z0ld zoldségek. Az antioxidadns statuszt és az immunrendszer miitkddését is pozitivan

befolyasoljak, azaltal hogy, a szabadgyokoket megkdtik és a gyulladasos citokinek fokozott

crer
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A polifenolok képesek a bél-mikrobiom 0&sszetételében fluktudciot, valtozasokat okozni,
prebiotikus és antimikrobialis hatdsuk van, fermentalhatoak €s valtozatlan forméban jutnak el
a vastagbélig, ahol serkentik a jotékony hatast baktériumok szaporodasat (177). A
legjelentdsebb polifenolok, a bogyds gyiimolcsokben nagy mennyiségben megtaldlhato
antocianinok. Alkalmazasukrol kimutattak, hogy pozitiv hatast fejtenck ki az egészségre,
csokkentik a sziv- és érrendszeri és neurodegenerativ betegségek kialakuldsdnak kockazatat.
Tovabba gatoljak az oxidativ stressz kialakuldsat hatdsuk van a lipid és szénhidrat
metabolizmusra is. Az eddigi eredmények arra utalnak, hogy az antocianinok befolyasoljak a
taplalék anyagok felszivodasanak mértékét a bél-mikrobiom Gsszetételének modulécidja altal

(178).

A karotinoidok zsirban oldodd természetes pigmentek, antioxidans és immunstimulald
hatasaak (179). Az allatok nem képesek de novo karotinoidokat szintetizalni, hanem
taplalkozassal kell felvenniiik. A karotinoidok gyulladas csokkentd hatasuak, alkalmazasukkal
csokkenthetd a sziv- és érrendszeri betegségek, a stroke €s a kiilonbozo tipust rakbetegségek
kialakulasanak a kockazata. A karotinoidokat a vastagbél-mikrobiom fermentalhatja. Ennek
ellenére a karotinoidok mikrobiota altali tényleges hasznositdsdit nem igazoltak ¢és

tanulmanyoztak alaposan (179).
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4. Célkitiizés
A mikrobiom tagjai (virusok, gombak, baktériumok) az egész szervezetet benépesitik,
megtalalhatok a felsd légutakban, béron és a GIT-ben. Alapvetden a legtobb mikroba a
gazdaszervezettel szimbiotikus kapcsolatban ¢él, megvédik a szervezetet a patogén
mikroorganizmusok behatoldsatoél, ezenkiviil szamos mas a gazdaszervezet szempontjabol
hasznos funkciot is betdltenek. A bél-mikrobiota egyenstlya a gazdaszervezet szamara szamos
elénnyel jar, mig egyensulydnak megbomldsa szdmos anyagcserével és immunrendszerrel

Osszefiiggd betegség kialakuldsdhoz vezet.

Noha a bél-mikrobiom funkcioja, dsszetétele alaposan tanulmanyozott, az eddigi eredmények
csupan részben fedik le e hatalmas teriiletet, szamtalan kérdés megvalaszolatlan maradt. A bél-
mikrobiom miikodésének a gazdaszervezetre kifejtett hatasanak pontos megismeréséhez

kiemelkedd fontossagu Gsszetételének alapos ismerete.

Napjainkban az uj-generacids szekvenalason alapuld technikdk (NGS) alkalmazidsa egyre
nagyobb teret hoditanak a mikrobidlis Osszetétel vizsgéalatok soran. NGS hasznélataval
lehetdséglink nyilik arra, hogy informéciot kapjunk a klasszikus mikrobioldgiaval, tenyésztéses
modszerrel nem vizsgalhatd mikroorganizmusokrol és azok tulajdonsagairdl.  Azonban a

kapott eredményt szdmos egymast kovetd modszer Gsszessége hatdrozza meg.

A bélsarmintak diverz mikroflorajabol adédéan nem konnyli olyan DNS izolalasi protokollt
alkalmazni, amely alkalmas az eltérd sejtfalosszetétellel, membranszerkezettel -eltérd
egyedszamban 1évé mikroorganizmusok DNS-ének teljes kinyerésére. A minta pontos
Osszetétele szintén befolyasolhatja az alkalmazott protokollok teljesitményét. Ebbdl
kovetkezik, hogy a kiilonb6zé metagenomikai DNS izolaldsi modszerek alkalmazésa eltérd
mikrobidlis Osszetételt eredményez. Ezért fontos a kiilonb6z6 DNS 1izolalé protokollok
Osszehasonlitdsa, valamint azok eldnyeinek és hatranyainak meghatadrozasa. A szekvenalasi
adatokbol meghatarozott mikrobiom Osszetételét alapvetden befolyasolja a minta
homogenizélésa, a sejtek feltarasanak hatékonysaga, DNS extrakcio és az izolatumok tisztasaga
€s mennyisége €s nem utolséd sorban a szevenaldsi adatok bioinformatikai analizisének modja

kiilonos tekintettel a taxondmiai adatbazisokra.
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Mindezek figyelembevételével a jelen dolgozat alapjaul szolgalé Kkisérletek elsé felében
célul tiztiik ki a kiillonboz6 technikai torzité tényezok (minta homogenizalas, sejtfeltaras,
DNS izolalas, taxonomiai adatbazis) hatasanak vizsgalatat a 16 S rRNS gén amplikon
szekvenalas eredményére (mindségi olvasatok, diverzitasi mutatok, mikrobialis
osszetétel). Vizsgaltuk tovabba a technikai torzité tényezok hatasat az izolatumok DNS
koncentraciojara és mindségi paramétereire. Kétféle homogenizalasi stratégiat, a direkt
lizist és a bakteridlis sejtszuszpenziot hasonlitottunk oOssze. A sejtek feltarasara
mechanikai, kémiai lizist és ezek kombinacioit alkalmaztuk. A nukleinsavak Kinyerésére
automatizalt rendszeri robotikus modszert, kereskedelmi forgalomban kaphaté izolacios
kiteket és fenol-kloroform-izoamilalkohol elven alapulé konvencionalis izolalasi
technikakat hasonlitottunk dssze. Vizsgaltuk a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas soran
leggyakrabban hasznalt taxonémiai adatbazisok (Silva, GreenGenes) alkalmassagat a

felbontoképességre.
A témafelvetéshez kapcsolodoan az alabbi célokat tiiztiik ki:

¢ A metagenomikai DNS izolalé modszerek hatdsanak vizsgalata az izolatumok
az integritasara (HMW, LMW).

e A DNS izolal6 moédszerek hatékonysaganak értékelése a konyvtarkészités soran
alkalmazott PCR reakciok végbemenetelére (sikertilt, nem sikertilt).

e A kiilonb6z6 technikai torzitd tényezok Osszehasonlitdsa a szekvenalasi
mutatok és a mikrobidlis diverzitasi értékek tekintetében.

e A metagenomikai DNS izolalasi stratégiak a Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok eloszlasara kifejtett hatasanak elemzése.

e A kiillonboz6 technikai faktorok hatisanak vizsgéalat az egyensulyi ,,core”
mikrobiom Osszetételére.

e A kiilonb6z0 technikai faktorok milyen mértékben befolyasoljak a mikrobiom
taxonomiai Osszetételét. Annak felderitése, hogy vannak e olyan bakterilis
taxonok, amelyek egymassal korrelalnak. A kiillonb6zd technikai tényezdk
hatasanak vizsgalata ezen korrelaciokra.

e A taxonOmiai adatbazisok (GreenGenes, Silva) értékelése, taxondmiai

Osszetételben megtigyelt kiilonbségek leirdsa.
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Kutatasunk masik f6 célja annak kimutatiasa volt, hogy a Kiilonbozo bioaktiv
komponensekben gazdag nutraceutikumok (karotinoidok, fruktooligoszacharidok,
szimbiotikumok, antocianinok) milyen hatast fejtenek ki a broiler csirkék mikrobiom
osszetételére és diverzitasanak alakulasara. Vizsgaltuk, hogy melyek azok a bakterialis
taxak, amelyek mennyisége szignifikansan valtozik a nutraceutikum Kkezelés hatasara.
Meghataroztuk, hogy melyek azok a hatéoanyagok, amelyek alkalmazasaval a legnagyobb
mikrobialis fajgazdasag érheté el. Célunk egy olyan eljaras optimalizalasa volt, amivel a
nagylizemi allattartas sordn a fokozott stressz és sulygyarapodéds kovetkezében karosodott
mikrobiom egyensulyi allapota helyreallithatd és fentarthatd. Tovabbi célunk a nagylizemi
allattartas soran protokollszertien alkalmazott antibiotikum kezelések minimalizalasa volt, az
allatok egészségi allapotanak javitasa altal.

Vizsgalataink soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

e A bioaktiv komponensekben gazdag hatdéanyagoknak naturalis mutatokra kifejtett
hatasainak meghatérozésa.

e A kiilonbozd kisérleti beallitasok (életkor, nutraceutikum) hatdsdra megfigyelhetd
Osszefiiggések leirasa az allatok sulygyarapoddsa és a mikrobidlis Okoszisztéma
Osszetétele kozott.

e A mikrobialis diverzitasi mutatok értékeiben tapasztalhatd kiilonbségek értékelése
nutraceutikumok és az allatok életkoranak vonatkozasaban.

e Az éllatok ¢letkoranak ¢€s a nutraceutikumok hatasdnak vizsgalata a bél egészségi
allapotat tiikr6z6 SCFA baktériumok relativ mennyiségére.

e Intenziv tartdstechnologiai paraméterek mellett, a kiilonbozd kisérleti beallitasok
(madarak kora, nutraceutikum kezelés) hatasanak vizsgalata az egyensulyi ,,core”
mikrobiom Osszetételére.

e A lipid és szénhidrat metabolizmusban szerepet jatszo fontosabb bakteridlis taxak
mennyiségi Osszetételének meghatarozasa a nutraceutikum kezelés és az allatok
koranak figyelembevételével.

e Az egyensulyl mikrobiomban fellelhetd kapcsolatok leirasa a kiilonb6zd baktériumok
kozott, amelyek a késdbbiekben indikativak lehetnek az allatok egészségi allapotanak
felmérésére.

e Filotipusok vonatkozéasaban egyedi diéta specifikus baktériumok kozotti korrelaciok

leirasa.
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5. Anyagok és modszerek
5.1 A szekvenalas eredményét torzité technikai tényezok vizsgalata

Kutatasunk egyik fo targyat képezte a kiilonboz6 minta homogenizald (H), sejtfeltard (lizis)
(L) és DNS izolalo (1) protokollok hatékonysaganak dsszehasonlitasa elsdsorban a 16 S rRNS
amplikon gén szekvenalads eredményei alapjan. Kisérleteink soran kétféle homogenizalasi
stratégiat, a direkt (direkt lizis, DL) és indirekt (bakterialis sejtszuszpenzid, BS) modszert
hasonlitottunk Ossze. A sejtek feltarasara mechanikai (L1), kémiai lizist (L2) és ezek
kombinacigjat (L3) alkalmaztuk. A nukleinsavak izolalasahoz automatizalt rendszeri robotikus
(14), kereskedelmi forgalomban kaphatdé DNS izolacioés kitek (15) és fenol-kloroform-
izoamilalkohol (25:24:1) (16) elven alapulé konvencionalis DNS izolalasi technikakat
hasonlitottunk 6ssze. A mddszerek leirdsat a 3. abra (kiegészitd tablazat 1) foglalja dssze. A
DNS izolalast kovetéen a mintdkon 16 S rRNS gén alapti metagenomikai konyvtarat
készitettiink az Illumina konyvtar készitési protokollja alapjan. A mintdinkon kétoldalrol

torténd (paired-end) (2x301 nukleotid) szekvenalast végeztiink Illumina MiSeq platformon.

Indirekt médszer

Direkt modszer

Homogenizacio (H)

Direkt Lizis (DL)

; mun
W
\\\% ’ 5// il

3. abra: Kiilonb6z6 DNS izolalasi stratégiak osszefoglalé abraja
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5.1.1 Mintagyiijtés

A kiilonb6z6 DNS tisztitasi stratégidknak a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas eredményére
gyakorolt hatasdnak vizsgélatdhoz 31 napos broiler Ross 308 hibrid csirkéktdl (8 db) szarmazo
sz€kletmintat hasznaltunk. A mintakat a Nagisz Zrt. nddudvari telephelyérol gytijtottiik. Nyolc
random kivalasztott baromfitdl gylijtottiink székletmintakat (4 kakas, 4 jérce). A frissen gyijtott
bélsar mintdkat specifikus steril DNS, RNS, LPS mentes mintataroldba gytijtottiik, amit jégen
szallitottuk és a visszaérkezést kovetden a szdrazanyagbol DNS-t izolaltunk. Az izolalast
megeldzden a mintakat 0sszekevertiik egymassal és a tovabbiakban a kiilonb6z6 mintak elegyét

tartalmaz6 mintaval dolgoztunk.

A mintagyijtést: Szildgyi-Tolnai Emese és Dr. Fidler Gabor végezte.

5.1.2 Minta homogenizalds

Kutatasunk sordn kétféle minta homogenizald stratégiat (direkt és indirekt modszer)
hasonlitottunk 6ssze. Az indirekt médszernél, bakteridlis sejtszuszpenziot (BS) készitettiink,
ahol a sz¢kletbdl kivontuk ¢€s feltartuk a székletben jelen 1€v0, a bélflora mikrobialis kozosségét
reprezentald baktériumokat. A bélsar mintabol a mikrobdkat a szennyezd forrasoktol (szalma,
valamint alomanyag) steril foszfat pufferelt séoldattal (PBS-sel) torténd centrifugalas
alkalmazasédval valasztottuk el. Ebben az esetben az eldzetes homogenizalast kovetden a
pulozott mintdbdl 15 g székletet mértlink ki, amihez ekvivalens mennyiségben adtunk steril
PBS puffer oldatot. Vortex késziiléket alkalmaztunk a mintak homogenizalasara (300 rpm-en 3
percig) majd a mintakat centrifugaltuk (300 g) 5 percig. A feliiliszokat dsszegytjttettiik steril
50 ml-es Falcon csovekbe, a mosasi 1épést haromszor ismételtiik meg. Ezt kovetéen a
feliilaszokat specialis centrifuga csovekbe (Nalgene, Sigma-Aldrich, Missouri, USA)
gyljtottiik ossze, majd 30 percig centrifugaltuk dket (13 000 g). A feliiluszot eltavolitottuk és
a bakteridlis iiledéket pedig minden esetben 5 ml steril PBS pufferrel felszuszpendaltuk. A
sejtek feltarasahoz 250 puL sejtszuszpenziot hasznaltunk. A direkt médszer (direkt lizis) soran
a bélsar mikrobait a bélsar egyéb alkotoitol nem valasztottuk el. A homogenizalast kdvetden

250 mg mennyiséget vettiink ki a pulozott mintabdl és ezt kdvetden lizaltuk a mintakat (DL).

A kisérletet: Szilagyi-Tolnai Emese és Dr. Fidler Gabor végezte.
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5.1.3 A sejtek feltardsa

Mechanikai lizis

A mechanikai lizis soran harom a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd keramia gyongyot —
Power Fecal Bead (L1.1, L1.2) (Qiagen, Hilden, Németorszag), LightCycler® SeptiFast Lysis
kit (L1.3, L1.4) és MagNa Lyser Green beads (L1.5, L1.6) (Roche Diagnostics, Risch-Rotkreuz
Svajc) — alkalmaztunk. Tovabba a sejtek feltarasahoz standard laboratériumi vortexet (L1.1,
L1.3, L1.5) (10 perc 10-es fokozaton vagy 3 perc 10-es fokozaton) és/vagy MagNa Lyser (L1.2,
L1.4, L1.6) (30 masodperc 5000 rpm) (Roche Diagnostic Kft.) késziiléket hasznaltunk. A
kisérlet soran a reakcidelegy Osszetétele az alabbi volt (mind a sejtszsuszpenzid, (200uL) mind

a direkt lizis (250 mg) esetében).

e Mintakhoz 800 uL steril PBS puffert, valamint az alabbi lizis gyongyok egyikét Power
Fecal/ SeptiFast/ Green beads adtunk, majd 10 percig vortexeltiik 10-es fokozaton.

e Mintakhoz 800 uL steril PBS puffert, valamint az alabbi lizis gyongyok egyikét Power
Fecal/ SeptiFast/ Green beads adtunk, majd 3 percig vortexeltiik 10-es fokozaton, ezt
kovetden MagNa Lyser késziiléket alkalmaztunk (30 méasodperc 5000 rpm).

e Mintakhoz 800 puL steril PBS puffert, valamint az alabbi lizis gyongyok egyikét adtunk
Power Fecal/ SeptiFast/ Green beads lizis gyongyok, majd MagNa Lyser késziiléket
alkalmaztunk a sejtfeltarashoz (30 masodperc 5000 rpm).

Az sejtfeltarast kovetden a mintdkat 16000 g-n 1 percig 4°C-on centrifugaltuk, ezutan a

feliiluszot atpipettaztuk egy steril eppendorf csdbe.

Kémiai Lizis

A kémiai lizis esetében ATL (Tissue lyses buffer) (L2.1, L2.3), ATL+Inhibitex tablettat (L2.5)
(Qiagen) és BLB (Bacterial lyses buffer) (L2.2, L2.4) (Roche Diagnostic Kft.) lizis puffert

hasznaltunk. A sejtek feltarasdhoz (mind a sejtszsuszpenzié (250uL) mind a direkt lizis (250

mg) esetében az alabbi protokollokat alkalmaztuk.

e Mintakhoz 500 uL ATL lizis puffert és 60 uL proteinaz K-t adtunk (L2.1), ezt kovetden
15 percig 200 rpm-en 65 °C-on, majd 15 percig 200 rpm-en 95 °C-on inkubaltuk 6ket
(Eppendorf ThermoMixer® C késziiléken, Eppendorf GmbH, Bécs, Ausztria).

e Mintdkhoz 500 uL BLB lizis puffert és 60 uL proteinaz K-t adtunk (L2.2), ezt kovetden
15 percig 200 rpm-en 65 °C-on, majd 15 percig 200 rpm-en 95 °C-on inkubaltuk
(Eppendorf ThermoMixer® C késziiléken).
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e Mintakhoz 500 uLL ATL lizis puffert,1 darab InhibitEx tablettat és 60 uL proteinaz K-t
adtunk (L2.5), 15 percig 200 rpm-en 65 °C-on majd 15 percig 200 rpm-en 95 °C-on
inkubaltuk (Eppendorf ThermoMixer® C késziiléken).

e Mintdkhoz 500 uL ATL lizis puffert és 60 pL proteindz K-t mértiink (L2.3), ezt
kovetden 16 oran at 56°C-on inkubaltuk (Eppendorf ThermoMixer® C késziiléken).

e Mintdkhoz 500 pL BLB lizis puffert és 60 pL proteinaz K-t adtunk (L2.4), majd 16 6ran
keresztiil 56°C-on inkubaltuk (Eppendorf ThermoMixer® C késziiléken).

Az inkubalést kovetden, a mintakat centrifugaltuk 16000 g-n 1 percig 4°C-on. A centrifugalas

utan a feliiluszot atpipettaztuk egy steril eppendorf csdbe.
Kémiai és mechanikai lizisek kombinacioja:
Kisérleteink soran a sejtfeltaras hatékonysaganak novelése érdekében vizsgaltuk a két alapvetd

lizis egyiittes hatasat is a mikrobiom taxonomiai profilozasara is. Ebben az esetben az altalam

fentebb részletezett mechanikai és kémiai lizisek kombinacioit hajtottuk végre.

A kisérletet: Szilagyi-Tolnai Emese és Dr. Fidler Gabor végezte.
5.1.4 DNS izoldlds

Automatizalt rendszerii izolalo robot

Kutatasunk soran a bélsarmintdkbdl automatizalt robotikus DNS izolélast is alkalmaztunk
MagNa Pure 24 késziiléken (Roche-Diagnostic Kft.). Az izolalashoz Pathogén 200 (14.1) (200
puL kezdeti minta térfogat) és Pathogen 1000 (I4.2) (500 puL kezdeti minta térfogat)
protokollokat alkalmaztunk a gyartd utasitasai szerint. A gyarto altal javasolt mintaelkészitési
protokoll mellett a fent részletesen (5.1.3 fejezet) taglalt lizis protokollokat (kémiai,

mechanikai, kémiai+mechanikai) is alkalmaztuk a mintainkon.
DNS izolalo kit hasznalata

A bélsarmintdkbol torténd DNS izolalashoz harom kereskedelmi forgalomban beszerezhetd
DNS-tisztito kittet: QlAamp DNA Stool Mini Kit (15.1), QlAamp PowerFecal Pro DNA Kit
(I5.2) és DNeasy PowerSoil (15.3) (Qiagen) alkalmaztunk a gyartd utasitisai szerint. Az
izolalasokat sejtszuszpenzion és 250 mg kiinduldsi térfogata bélsar mintan is elvégeztiik

minden esetben.
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Konvencionalis fenol-kloroform-izoamil alkoholos DNS izoldlas

A bakterialis DNS izolalasahoz konvencionalis fenol-kloroform-izoamil alkohol (25:24:1)

modszert is alkalmaztunk.

Ennek soran minden esetben 800 uL sejtlizatumhoz (5.1.3 fejezetben leirtak alapjan) 800 pL
molekularis tisztasagt fenol-kloroform-izoamil alkoholt (Thermo Fisher Scientific, Maryland,
USA) adtunk. A mintakat alaposan vortexeltiik koriilbeliil 20 masodpercig, majd inkubaltuk
harom percig szobahén. Ezutan a mintédkat 10 percig 16 000 g-n 4 °C-on centrifugaltuk. A
centrifugalast kdvetden a vizes fazist atpipettaztuk steril DNaz, RNaz mentes eppendorf
csovekbe. A DNS precipitacidja 1 pL 20 pg/uL glikogén (Thermo Fisher Scientific), 7.5 M
ammonium-acetat (0,5X térfogat egység) (Sigma-Aldrich) és 100 % etanol (2,5 X térfogat
egység) (Sigma-Aldrich) hozzdadasaval tortént -20°C-on egész éjszakas inkubacid soran.
Masnap a mintakat 10 percig 16 000 g-n, 4 °C-on centrifugéltuk és a feliiluszot eltavolitottuk,
majd a DNS-t kétszer 500 pL 70 %-o0s etanollal (Sigma-Aldrich) mostuk. Ezt kovetéen a DNS-
t steril laminaris fiilke alatt szaritottuk, és 30 uL steril nukledz mentes vizben (Thermo Fisher

Scientific) oldottuk fel. A mintakat - 20°C-on taroltuk.
A kisérletet: Szilagyi-Tolnai Emese és Dr. Fidler Gabor végezte.

5.1.5 Az izolalt DNS mintak magneses gyongy alapu ujra tisztitasa sikertelen amplikon PCR-
t kovetden
Bizonyos DNS izoldtumok esetében az amplikon PCR sikertelen volt az Agilent 4200

TapeStation (Agilent Technologies, California, USA) automatizalt mikrokapillaris
gélelektroforézis késziiléken torténd mérés alapjan. Feltételeztiik, hogy az izolatumok PCR
inhibitorokat tartalmaztak, ezért a mintakat tisztitottuk magneses elven alapulé KAPA Pure
gyongyokkel (Roche Diagnostic) a gyart6 altal javasolt protokoll alapjan. A tisztitast kovetden

az amplikon PCR minden esetben sikeres volt, a DNS veszteség is minimalis volt (<10%).

A kisérletet: Szilagyi-Tolnai Emese és Dr. Fidler Gabor végezte.

5.2 Természetes eredetii bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok
hatasanak vizsgalata broiler csirkék bél-mikrobiota oOsszetételére és
diverzitasara

Kutatasunk masik f6 targyat képezte a kiilonbozd természetes bioaktiv komponensekben

gazdag hatéanyagok (karotinoid, fruktooligszacharid, szimbiotikum, antocianin) hatasanak

vizsgalata a mikrobiom Osszetételére és diverzitasara broiler csirkében (Ross 308).
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Kiilonb6z6 természetes hatdanyagokat tartalmazo takarmanyokkal etettiik az allatokat. Bélsar

mintat gyiijtottiink téliik, amelyekbdl DNS-t izolaltunk.

A DNS izolatumokon 16 S rRNS gén alapi metagenomikai konyvtarat készitettiink az Illumina
konyvtar készitési protokollja alapjan. A mintainkon kétoldalrodl torténd (paired-end) (2x301
nukleotid) szekvenalast végeztiink Illumina MiSeq platformon. A kutatdsi protokollt a

Debreceni Egyetem etikai bizottsaga vizsgalta és hagyta jova (DEMAB/12-7/2015).

5.2.1 A kisérlet kivitelezése, tartdsi koriilmények és mintagyiijtés
Az etetési kisérletet a Debreceni Egyetem Kismacsi Allattenyésztési Kisérleti Telepén
végeztik. A kisérlethez 6sszesen 1250 db broiler ROSS 308 tipusu hibridet telepitettiink és 0.
napos kortél a 42. napos korig vizsgaltuk Oket. A csirkék telepitése a broiler csirke
véletlenszertien egyenld aranyban osztottuk szét a kisérleti csoportoknak megfeleléen (60
db/ketrec). A NAGISZ Zrt. bocsatotta rendelkezésiinkre a kisérleti allatokat, és az altaluk
alkalmazott takarményozasi ¢€s tartastechnoldgiat alkalmaztuk.
A kilonbozd természetes bioaktiv komponensekben gazdag hatdanyagok mikrobiom
Osszetételére kifejtett hatdsdnak vizsgalatara egy negativ (NK), egy pozitiv (PK) kontroll
csoportot és négy darab kezelési csoportot (KAR, FOS, SZIM, ANT) éllitottunk be harmas
ismétlésben. Az adalékanyagokat 0.5%-ban adagoltuk az alaptakarmanyhoz.
e NK: negativ kontroll csoport az alaptakarmanyt kapta hozzaadott hatdanyagok nélkiil
e PK: pozitiv kontroll csoport az alaptakarmanyt kapta, ami 0,5 %-ban hozzaadott -
gliikant tartalmazott
o KAR: karotinoid kezelt csoport az alaptakarmanyt kapta, ami 0,5 %-ban hozzaadott
karotinoidot tartalmazott
e FOS: fruktooligoszacharid kezelt csoport az alaptakarmanyt kapta, ami 0,5 %-ban
hozzaadott fruktooligoszacharidot tartalmazott
e SZIM: szimbiotikum kezelt csoport az alaptakarmanyt kapta, ami 0,5%-ban
hozzédadott szimbiotikumot tartalmazott
e ANT: antocianin kezelt csoport az alaptakarmanyt kapta, ami 0,5% hozzaadott
antocianint tartalmazott.
A broiler csirkék fejlodésiiknek megfeleléen 4 fazisu takarmanyt (eléinditd: 1-9 nap, indito: 10-
21 nap, neveld: 22-31 nap és befejezo: 32-42 nap) kaptak (1. tablazat). A természetes bioaktiv
komponensekben gazdag nutraceutikumokat az allatok mind a négy takarmanyozasi fazis soran

az alaptakarmanyhoz 0,5%-ban adagolva kaptak.
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A takarmany és az ivoviz ad libitum allt rendelkezésre. A takarmanyvaltas a technologiai

utasitasnak megfelelden tortént. A broiler csirkék sulyat 1, 10, 21, 32 és 42 napos korban mértiik

(4. abra).
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4. abra: Nutraceutikumok hatasanak vizsgalata broiler csirkék bél-mikrobiota dsszetételére.

Takarmanyozdasi protokoll

et g o Eldindito Indito Neveld Befejezo
(1-9 nap) (10-21 nap) (22-31 nap) (32-42 nap)
Szarazanyag % 89.06 89.03 89.15 89.15
Nyers fehérje % 21.58 20.28 19.05 18.28
Nyers zsir % 4.61 4.83 6.22 6.83
Nyers rost % 3.37 3.51 3.70 3.88
ME MJ/kg 12.23 12.47 12.81 13.01
Lizin % 1.37 1.27 1.17 1.09
Methionin % 0.57 0.54 0.53 0.49
Methionin+ Cisztin % 0.94 0.90 0.87 0.83
Kalcium % 0.85 0.73 0.71 0.67
Foszfor % 0.63 0.55 0.52 0.49
Foszfor haszn. % 0.45 0.42 0.40 0.35
Natrium % 0.17 0.16 0.16 0.16
Natrium-klorid % 0.282 0.252 0.242 0.244
A-vitamin mg/kg 12.500 12.500 12.500 87.50
D3-vitamin mg/kg 3.000 3.000 3.000 2.100
E-vitamin mg/kg 50.001 50.001 50.001 35.000
Lazalocid-Na mg/kg 82.500 82.500 82.500
Osszetétel
Kukorica % 33 34 33 32
Btiza % 27 29 31 32
Napraforg6 préselvény % = 1 3 4
Szojaliszt % 29 24 20 16
Extrudalt szojaliszt % 4 6 4 4
Takarmany élesztd % 1 - - -
Noveényi zsir % 2 1 3 4
Premix % 4 4 3 3

1. tablazat: Alaptakarmany ésszetétele. ME, metabolizalhato energia

A bélsarmintakat négy alkalommal 7, 19, 31 és 40 napon gytjtottiik (4. abra). Minden kisérleti

csoportbol Osszesen 10 egyedtdl gyiijtottiink széklet mintat, amit a késébbiekben puloztunk

(alaposan homogenizaltuk). A kisérletiink soran, egyedi nyomon kovetést is végeztiink, ehhez

ketrecenként 2-2 (2 kakas, 2 jérce) egyedet jeldltiink meg amelyektdl minden alkalommal

vettiink bélsar mintat. A mintékat steril DNS, RNS mentes mintataroloba gytijtottiik, jégen

szallitottuk és a visszaérkezést kdvetden a szarazanyagbol DNS-t izolaltunk.
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A kisérletett: Szilagyi-Tolnai Emese, Dr. Fidler Gabor és Szildgyi Endre végezte.

5.2.2 Természetes eredetii novényi hatoanyagok elodllitasa

Kutatasunkhoz hasznalt természetes adalékanyagok eldllitdsait a Debreceni Egyetem
Elemiszertechnologia Intézet kutatoi végezték. Mivel PhD munkam targyat nem képezte ezen
hatéanyagok eldallitdsa, ezért dolgozatomban nem fejtem ki az eldallitdsuk részletes

protokoljat.

A zoldség- és gylimolcsfeldolgozo ipar nagy mennyiségli mellékterméket (ugynevezett

passzirmaradvanyt) termel, amelyek feldolgozéasa nagyrészt megoldatlan és draga.

Ezek az élelmiszeripari melléktermékek ugyanakkor nagy mennyiségli, igen értékes
biologiailag fontos aktiv komponenseket (karotinoidok, antocianinok, flavonoidok, likopinek
¢s prebiotikus hatasi  frukt6- és  galakto-oligoszacharidok) tartalmaznak. Az
Elelmiszertechnologia Intézet kutatoi olyan zold extrakcios technologia fejlesztését kezdték el,
amely alkalmazasaval élelmiszeripari melléktermékeket feldolgozva bioaktiv komponensekben
gazdag hatéanyagok allithatok eld. A technoldgia elénye, hogy a kis mennyiségben jelenlévo
komponensek feldasulnak olyan dozissa, amely mar hatasos. Az eljaras soran melléktermék
képzddés nincs, veszélyes hulladék nem képzddik, tartositoszer és adalékanyag nélkiil
eltarthato tobb évig. A karotinoidokat és fruktooligoszacharidokat kapia paprika, az antocianint
tartalmazo adalékanyagokat pedig meggy extraktumbdl allitottak el6. A szimbiotikum
probiotikus  baktériumokat  (Bifidobacterium  bifidum,  Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, L. salivarius,
and Lactobacillus lactis), prebiotikumokat (frukto-, xilo- és mannooligoszacharidok ¢és
arabinogalaktan), vitaminokat (B vitamin komplex C, D2, D3, E, ésK2), telitettlen zsirsavakat,
tovabba asvanyi anyagokat és nyomelemeket (natrium, kalium, kalcium, jod és foszfor),
valamint laktdzt tartalmazott.

Az adalékanyagokat: Szildgyi Endre és Pesti-Asboth Georgina, allitotta eld.

5.2.3 Mintak homogenizdlasa, bakteridlis sejtek feltdirdsa és DNS izoldlds

A torzito technikai tényezOk vizsgalatanak eredménye alapjan a legalkalmasabbnak tartott
minta homogenizalo, sejtfeltard és DNS izolald protokollokat alkalmaztuk a nutraceutikumok

broiler csirkék bél-mikrobiomjara kifejtett hatasanak vizsgélatara.
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A mintakbol bakterialis sejtszuszpenziot készitettiink. Elozetes homogenizalast kovetéen 7 g
székletet mértiink ki, amihez 7 ml steril PBS puffer oldatot adtunk. A mintakat vortexeltiik
(alacsony fokozaton, 3 percig), majd centrifugaltuk (300 g, 5 percig). A feliiluszokat
Osszegytjtottiik steril 50 ml-es cs6vekbe és a mosasi 1épést haromszor megismételtiik. Ezt
kovetden a mintakat llepitettiik a feliiliszokat specialis centrifuga csovekbe (Nalgene, Sigma-
Aldrich) gyijtottiik Ossze, majd 30 percig centrifugaltuk 6ket (13 000 g), a feliiluszot
eltavolitottuk, a bakteridlis iiledéket pedig minden esetben 5 ml steril PBS pufferrel

szuszpendaltuk fel.

A sejtek feltarasahoz mechanikai lizist alkalmaztunk. A mintakat Power fecal bead (Qiagen)
lizis kerdmia gyongyokre pipettaztuk, majd harom percig maximum fordulatszamon
vortexeltiik azokat. Ezt kdvetden a sejtek feltdrasdhoz MagNa Lyser (Roche Diagnostics) (30
masodpercig 5000 rpm-en) késziiléket alkalmaztunk. A lizatumokat centrifugaltuk 16000 g-n

1 percig, majd a feliiluszot atpipettaztuk steril eppendorf csobe.

A mintakbol a DNS-t konvencionalis fenol-kloroform-izoamil alkohol (25:24:1) izolalasi

eljarassal nyertiik ki. Ennek részletes leirasat az 5.1.4 fejezet tartalmazza.

A kisérletet: Szilagyi-Tolnai Emese végezte.
5.3 A DNS izolatumok mennyiségi és mindségi ellenérzése

A DNS mennyiségét és tisztasagat fotometrias uton Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific) késziilékkel hataroztuk meg. A PCR reakciok el6tt a DNS mennyiségét Qubit 2.0
fluoriméterrel megmértiik, Qubit dsDNA HS (High Sensitivity) (Thermo Fisher Scientific)
assay Kittet alkalmazva a gyartd utasitasai szerint. A DNS integritasanak meghatarozasahoz
4200 TapeStation automatizalt mikrokapillaris gélelektroforzis késziiléket (Agilent
Technologies), Genomi DNA ScreenTapes (5067-5365) és Agilent Genomic DNA reagenst
mintdkat Spg/ul kezdeti térfogatra higitottuk nukledz mentes (Thermo Fisher Scientific)

vizzel.

A kisérletet: Szilagyi-Tolnai Emese végezte.
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5.4 Negativ és pozitiv kontrollok a DNS izolalas és konyvtarkészités
hatékonysaganak vizsgalatara

Annak érdekében, hogy csokkentsiik a laboratoriumi kontamindciot steril kesztytit és maszkot
hasznaltunk a mintak gytjtése és a DNS izolalas soran. A DNS izolalasok alkalméval minden
esetben hasznaltunk negativ izolacios kontrolt, ahol minta helyett nukledz mentes vizen
végeztiik el a DNS izolalast, az esetleges kornyezeti kontaminacio kiszlrése végett. Az

izolacids kontrolokon elvégeztiik a konyvtarkészitési protokoll minden 1épését.

A gazda hattér DNS szennyezés meghatarozasahoz az izolalt DNS mintdkon kvantitativ valos
idejli polimeraz lancreakciot végeztiink (RT-PCR) Roche LightCycler 480 System késziiléken
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) primert hasznalva. A szekvenalds mindségi
ellen6rzéshez a mintankhoz 5% PhiX kontrolt (PhiX Control Kit v3-FC-110-3001, Illumina,
California, USA) alkalmaztunk.

Az izolalasokat steril vagy sterilizalt eszkdzokkel nukledz mentes eppendorfokkal II tipusu

lamindris fiilkében végeztiik, a kdrnyezeti kontaminacié elkeriilése céljabol.

A kisérletet: Szildgyi-Tolnal Emese végezte.
55 A 16 S rRNS gén metagenomikai konyvtarkészités (V3-V4 régio

amplifikalasa) és szekvenalas

16 S rRNS gén alapt metagenomikai konyvtarat készitettiink az Illumina (Illumina) konyvtar
készitési protokollja (15044223 Rev.B.) alapjan. Ennek sordn 16 S riboszomalis RNS gén V3
és V4 hipervariabilis régioit célzottan amplifikaltuk. Az alkalmazott primerek 5° vége egy

tulnyulo részt tartalmazott, amelyhez adaptert kapcsoltunk.

A PCR reakcidhoz az alabbi univerzalis primereket alkalmaztuk (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA): Forward Primer, 341 F-5> TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
CCTACGGGNGGCWGCAG, adapter szekvencidja 5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGT
GTATAAGAGACAG. A Reverse primer, 785R-5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTG
TATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC, adapter szekvenciaja 5
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG.

A PCR reakciot Roche LC480 Il-es késziilékkel végeztiik a protokoll szerinti hdmérsékleti
paraméterekkel. PCR reakciot kovetden a mintdinkat KAPA Pure gyongyokkel (Roche

Diagnostic) tisztitottuk (primer dimer eltavolitasa) és méret szerint (~550 bp) szétvalasztottuk.
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A PCR reakcio mindségét és az amplikonhosszt (~550 bp) Agilent TapeStation késziilékkel
ellendriztiik (D1000 reagenssel, 5067-5583, Agilent Technologies).

Fisher Scientific) ¢és Clariostar mikroplate leolvas6t (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag)
alkalmaztunk. Az amlikon PCR-t kdvetden a mintaink indexalasat végeztiik el. Ennél a 1épésnél
egyedi dual indexeket kapcsolunk az adapterekhez (lllumina Nextera XT index kit, FC-131-
1001/2). A mintakat 20 ng/uL-re higitottuk ki a PCR reakciohoz. A PCR reakciot Roche LC480

IT késziilékkel végeztiik a gyarto altal javasolt hdmérsékleti paraméterekkel.

A PCR reakcid mindségét és az amplikonhosszt (~630 bp) Agilent 4200 TapeStation
késziilékkel ellendriztiik (D1000 reagenssel, 5067-5583, Agilent Technologies) a gyartd

crer

crer

A mintakat két 1épésben negyvenezerszeresére higitottuk. A PCR reakciohoz a KAPA Library

Quantification kitet (Roche Diagnostic) hasznaltunk a gyart6 ajanlasa szerint. A konyvtar végsé

crer

crer

crer

dsDNA assay Kittet (Thermo Fisher Scientific) és Clariostar mikroplate késziiléket (BMG
Labtech) alkalmaztunk. A konyvtarunkat 4nM-os koncentraciora higitottuk ki, majd 0,2 M
NAOH oldatot adtunk hozza, ezt kdvetden 1 percig vortexeltiik és 5 percig szobahdn allni
hagytuk, ennél a Iépésnél denaturalodik a DNS. A konyvtarat 4pM-os koncentracidra higitottuk
hibridizacios pufferrel. A szekvenalas hatékonysaganak ellenérzésére PhiX kontrolt is
alkalmaztunk. A PhiX konyvtarat 4 nM-os koncentraciora higitottuk (2 pul 10nM-0s PhiX
konyvtar + 3 pl 10nM-os Tris pH 8.5), ezt kovetden 5 pl 4nM-os PhiX konyvtarhoz 5 pl 0.2M-
os NaOH oldatot adtunk. A mintat vortexeltiik, majd szobahdn inkubaltuk 5 percig. A PhiX
konyvtarat 4pM-os koncentraciora higitottuk. A konyvtarakat egybedntottiik az alabbiak
szerint, 30 pl higitott és denaturalt PhiX konyvtarat mértiink 570 ul higitott €és denaturalt
amplikon (minta) kényvtarhoz. Az oldatot vortexeltiik, majd 96°C-on inkubaltuk 2 percig, ezt
kdvetden a mintat jeges vizfiirdében inkubaltuk 5 percig, majd az Illumina MiSeq reagens
kazettaba (MiSeq Reagent kit V3-618 ciklus, Illumina) betoltsttiik. Illumina MiSeq platformon

,paired-end” szekvenalast (2x301 nt) végeztiink.
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A kisérletet: Szildgyi-Tolnai Emese végezte.

5.6 Bioinformatikai analizis

Adatok mindségi ellendrzése

A nyers adatok feldolgozasanak elsé 1épése a mindségi ellendrzés és a konyvtarkészitésnél
hasznalt indexszekvenciak levagasa. Ezt a folyamatot az Illumina MiSeq szekvenalo
platformba integralt szoftver végzi. A szekvenalas eredményét FastQ formatum tartalmazza,
amit a Qiime 2 (ver 2019.7) programba importéaltunk (az ,,Atacama Soil microbiome” oktatd

anyag instrukcioi szerint).

A legfontosabb mindségi paramétereket ellendriztilk, mint a leolvasdsok szama, &tlagos
mindsége, a leolvasott bazisok pozicid szerinti mindségi eloszlasa, valamint a GC bazisok
aranya. Az adapter szekvencidk (CTGTCTCTTATACACATCT) jelenlétét is vizsgaltuk és ha
maradt még az olvasatokban (3’ vég) akkor levagtuk (trimming) azokat a Qiime 2 programba

integralt Cutadapt szoftvert alkalmazva.

Az alacsony mindségli bazisok levagasara dada 2 szoftver haszndltunk. A kiilonb6zo
metagenomikai DNS izolald6 moddszerek Osszehasonlitdsa esetében az alabbi paraméterek
szerint tortént a rossz mindsé€gii olvasatok nyirésa; a ,,forward” olvasatok kezdetérdl 13 bazist
vagtunk igy a teljes hossza 290 bazis par lett, a ,,reverse” olvasatok kezdetérdl 8 bazist vagtunk
le igy a teljes hossza 280 bazispar lett. Az etetési kisérlet esetében alabbi paraméterek szerint
tortént az alacsony mindségili bazisok levagésa; a ,,forward” olvasatok kezdetérdl 1 bazist
vagtunk le, igy a teljes hossza 300 bazis par lett, a ,,reverse” szal kezdetérdl 9 bazist vagtunk le

a 3’végérol igy a teljes hossza 223 bazispar lett.
A leolvasasok illesztése

A tobbsz0ros szekvencia illesztést Mafft szoftwerrel végeztiik, a szekvencidkat Silva (ver132)
¢s GreenGenes (verl3_8) referencia adatbazisokhoz illesztettiik. A filogenetikai fat a fastTree

program alkalmazasaval készitettiik el.

Biodiverzitas analizis

Az alfa és beta diverzitasi adatokat a qiime 2 szoftver segitségével kaptuk meg. A mintakat
normalizaltuk, a metagenomikai DNS izoldld6 moddszerek Osszehasonlitdsa esetében
szekvenalasi mélységét 25 000 olvasatra allitottuk be. A kiilonbozé természetes hatdbanyagok
mikrobiom Osszetételére kifejtett hatasanak vizsgélatara végzett szekvenalas esetében pedig

12500 read-re allitottuk be a szekvenalasi mélységet.
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Az alfa diverzitasnal a Shannon, Simpson, Chao-1 ¢€s Faith’s filogenetikai diverzitasi adatokkal
dolgoztunk. A béta diverzitas elemzésére sulyozatlan Unifrac tavolsagot és Bray-Curtis
kiilonbséget szamoltunk. A béta diverzitasi matrixokat (PCoA) Emperor program segitségével

készitettik el.

Adatok vizualizalasa
Az é4brak vizualizacidjahoz a Qiime adat elemzés sordn kapott biom fajlokat TSV f3jlokka
konvertaltuk és a tovabbiakban azokkal dolgoztunk. Az abrak elkészitéséhez R és Phython

programokat alkalmaztunk.

5.7 Szekvenalasi nyersadatok elérhetosége

Az elemzések sordn felhasznalt Osszes szekvenciaadat a ,,Sequence read Archive” (SRA)
honlapra  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)  keriilt  feltoltésre = PRINA633979  ¢s
PRINAS533250B néven.

A bioinformatikai analizist: Szilagyi-Tolnai Emese, Dr. Fidler Gdbor, Fauszt Péter Zsombor

¢s Dr. Paholcsek Melinda végezte.

5.8 Statisztikai analizis

Az adatokat GraphPad Prism (Graph-pad V8szoftver, San Diego, CA) statisztikai szoftver
segitségével elemeztilk. A vizsgalt valosziniiségi valtozok esetében Shapiro-Wilk teszttel
ellendriztiik, hogy az adatok a normalis eloszlast kdvetik-e és alkalmazhat6-e varianciaanalizis
a csoportatlagok Osszehasonlitasara. P<0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. A nyers
adatokat atlag €s + szoras formaban adtuk meg. Az alfa diverzitas esetében a kiilonbségeket
Kruskal-Wallis teszttel hataroztuk meg, mivel az adatok nem mutattak normal eloszlast. A
csoportok kozotti béta diverzitds kiillonbségét ,,Permutational multivariable of variance
analysis” (PERMANOVA) pszeudo F statisztikai teszttel hataroztuk meg. A ,heat trees”
analizis esetében a kiilonbségeket Wilcoxon teszttel szamoltuk ki. A dolgozatban szerepld
tovabbi mérések esetében egyutas ANOVA-t kovetd Bonferroni post hoc tesztekkel

(tobbszords dsszehasonlitas) vizsgaltuk a kiilonbségeket.

A statisztikai analiziseket: Szilagyi-Tolnai Emese, Dr. Fidler Gdabor, Fauszt Péter Zsombor és

Dr. Paholcsek Melinda végezte.
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6. Eredmények

6.1 A szekvenadlds eredményét torzito technikai tényezok hatasanak

vizsgalata

Kisérleteinket a kiilonb6zé DNS izolalasi médszerek 16 S rRNS gén alapa amplikon
szekvenalas (Illumina MiSeq platformon) eredményére kifejtet hatasanak vizsgalataval
kezdtiik. Munkank soran optimalizaltuk a kiilonb6z6 modszereket, vizsgaltuk a DNS kinyerési
hatékonysagukat, valamint a szekvenalas eredményeként kapott mikrobialis konzorciumok
Osszetételét, diverzitdsat. Meghataroztuk az egyes modszerek eldnyeit ¢és hatranyait.
Kutatasunk jelent0ségét az adja, hogy az altalunk kidolgozott metagenomikai izolalasi
technikak iranyt adhatnak a kutatoknak jovobeni mikrobiom Osszetételének meghatarozasat

célzo vizsgalatokhoz a megfeleld DNS izolalasi technika kivalasztasahoz.

6.1.1 A kiilonbozé metagenomikai DNS izoldlasi modszerek hatisa a DNS hozamra,

mindségre és a biodiverzitdsi mutatékra

A 16 S rRNS gén alapt amplikon szekvendlds eredményét szdmos tényezd befolyasolhatja.
Ilyen tobbek kozott a nukleinsav kinyerésének hatékonysaga (DNS mennyiségi, mindségi
paraméterei). Munkank els6 részében azt vizsgaltuk, hogy a bélsar minték esetében a kiilonb6z6
minta homogenizald, sejtfeltard és DNS izolalo protokollok alkalmazasa hogyan befolyasolja

az integritasat (HMW, LMW) (5. abra).

Az izolalt DNS mintak 16,6 %-ban a konyvtarkészités soran alkalmazott amplikon PCR nem
ment végbe (5/a abra). Ezen mintak 87,5%-ban konvencionalis DNS izolalast alkalmaztunk.
A sikertelen amplikon PCR-t kdvetéen a mintakat magneses elven alapuldé KAPA Pure
gyongyokkel tisztitottuk (a veszteség minimalis volt (<10%), az Gjra tisztitott izoldtumok

sikeresen végbe ment minden minta esetében.

Kétféle minta homogenizald stratégia a bakterialis sejtszuszpenzié (BS) és Direkt lizis (DL)
hatékonysagat hasonlitottuk 6ssze (5/a-b, d). A DL 1,5 X nagyobb DNS kihozatalt (ng/uL)
eredményezett a BS-hez képest, azonban ezzel a mddszerrel a DNS tisztasdga gyengébb volt.
A DNS integritasdnak tekintetében nem tapasztaltunk szamottevo kiilonbséget a két mddszer

kozott.
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Vizsgaltuk a kiilonb6z6 sejtfeltaro modszerek hatékonysagat is, mint a kémiai (L1), mechanikai

(L2) és ezen lizisek kombinacioéit (L3) (5/a-b).

A harom féle lizis 6sszehasonlitasa soran nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a DNS
koncentracidja, tisztasaga és integritasa tekintetében. Az adataink alapjan azonban elmondhato,
hogy a mechanikai és kémiai lizisek kombindciojaval nagyobb DNS kihozatal és tisztasadg

érhet6 el a tobbi sejtfeltaro modszerhez képest (5/a-b).

Kisérleteink soran kiilonb6zé DNS izolalé modszer a MagNa Pure 24 automatizalt rendszerti
izolalo6 robot (P4), harom kereskedelmi forgalomban beszerezhetd Qiagen izolalo kit (P5), és
fenol-kloroform-izoamilalkohol (25:24:1) (P6) elven alapuld konvencionalis izolalasi
technikak hatékonysagat hasonlitottunk 6ssze (5/a-b). A konvencionalis DNS izolalasi modszer
eredményezte a legnagyobb DNS-hozamot (P <0,0001). Azonban ennél az izolalasi mdodszernél
azokban a mintakban, ahol a minta homogenizéacié direkt lizissel tortént ott rosszabb DNS
mindségi paramétereket kaptunk (A260 / A230 1,3 £ 0,55). A MagNa Pure 24 automatizalt
robotikus platform nagy mennyiségili és joO mindségii (A260 / A280 1,8 = 0,21 — A260/A230
1,89 + 0,2) DNS kinyerésére volt alkalmas. A Qiagen Kitek alkalmazédsa eredményezte a
legalacsonyabb DNS koncentraciot, ellenben a DNS mindsége ezzel a mddszerrel bizonyult a
legjobbnak. A kiilonb6zd izolalasi technikak kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
DNS integritdsa (nagy molekulastulya (high molecular weight, HMW) (DIN > 4.5) és a
toredezett kis molekulasulyu (low molecular weight, LMW) (DIN <4,5)) k6zott.

Mivel a széklet komplex és kiemelkedé mikrobidlis diverzitassal rendelkezd matrix, szdmos
olyan komponenst tartalmaz, ami az enzimatikus PCR reakciok végbemenetelét gatolhatja.
Ezek a PCR inhibitorok a DNS izolalasa soran egylitt extrahdlodhatnak a minta matrixaval.
Kutatasunk soran kivancsiak voltunk, hogy az Aaltalunk alkalmazott DNS izolalési
metodikdknak milyen hatdsa van a konyvtarkészités soran alkalmazott amplikon PCR
végbemenetelére (sikeriilt, nem sikeriilt) (5/c abra). Ehhez Receiver operating caracteristic
(ROC) analizist alkalmaztunk. A gorbe alatti teriiletet (Area Under the Curve, AUC) 95 %
konfidencia intervalummal (95% Ci) és szorassal (£ SD) abrazoltuk. Eredményeink alapjan
elmondhato, hogy a DNS tisztasaga és integritasa 2,4-szer nagyobb AUC-t eredményezett
(AUC 0,64 + 0,0822) a DNS koncentracidohoz képest (0,2746). A 260/280 abszorbancia arany
0,69 AUC- t a 260/280 esetében pedig 0,58 AUC éréket kaptunk. A DNS integritas 0,67 AUC
értéket eredményezett. Adataink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a DNS

tisztasaga és integritdsa nagy mértékben befolyasolja az amplikon PCR sikeres végbemenetelét.
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Kutatasunk tovabbi targyat képezte a kiilonb6z6 minta homogenizacios moddszerek
hatékonysaganak 0Osszehasonlitisa a mikrobidlis diverzitds (Shannon, Faith’s, Chao-1 és

Simpson index) tekintetében (5/d abra).

A BS alkalmazasa szignifikdnsan magasabb bakteridlis diverzitast eredményezett a mintankban
a DL-hez képest. Az olvasatok szdmaban és a DNS kinyerés hatékonysagaban nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget a két modszer kozott.
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5. abra: A DNS izoldlé modszerek hatasanak vizsgalata a DNS kinyerés hatékonysagara és a
diverzitasi mutatokra. (a) Minden egyes minta (A1-H12) esetében kiilon is értékeltiik a vizsgalt
paramétereket (kiegészit6 abra 1). (Y1) DNS integritas meghatarozasa (DNA integrity number (DIN)).
Megkiilonboztettiink nagy molekulatomegii (High molecular weight (HMW) (piros sav)), alacsony
molekulatomegii (low molecular weight (LMW) (kék sav)), valamint toredezett DNS mintakat (x). Az
Y2 tengely a minténkénti teljes DNS- hozamot jeloli (ng / pL) (oszlopdiagramm) A maégneses elven

crer

crcr

atlag£SD alakban abrazoltuk. (c) Receiver operating caracteristic (ROC) ana11z1s. (d) BS (bakterialis
sejtszuszpenzid) és a DL (direkt lizis) mintahomogenizald stratégidk Gsszehasonlitasa, ahol a
szignifikansan jobban teljesitett modszer roviditését tiintettiik fel (jelen esetben a BS). A csillagok
statisztikai szignifikanciat jelentenek; * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001. BS: bakterialis
sejtsziszpenzid, DL: direkt lizis, L1: mechanikai lizis, L2: kémiai lizis, L3: vegyes lizis, [4: MagNaPure
24 izolalé robot, I5: Qiagen izolalo Kit, 16: Konvencionalis izolalas.
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6.1.2 A kiilonbozo DNS izoldldsi technikak hatisanak vizsgdalata a szekvendldsi és

biodiverzitasi mutatok értékeire

Kisérleteink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a nukleinsav kinyeréséhez alkalmazott izolalasi
technikak befolyésoljdk-e a 16 S rRNS gén alapi amplikon szekvenélasnal a végeredményként

kapott szekvenalasi mutatok és az alfa diverzitasi mérészamok értékeit (6. abra).

Az altalunk alkalmazott kisérleti rendszerben a BS homogenizalt konvencionalis DNS izolalasi
moddszer eredményezte a legnagyobb biodiverzitast, kiilonosen a kémiai (16.2) és a vegyes
(16.3) sejtfeltaras alkalmazasaval (kivéve a Faith’s filogenetikai diverzitasi index esetében). A
BS kapcsolt QlIAamp DNA Stool Mini Kit (15.1) modszer esetében kaptuk a legmagasabb
Faith’s filogenetikai diverzitdsi mutatét. A QIAamp Power Fecal DNA (15.2) és DNeasy
PowerSoil Kit (15.3) modszerek eredményezték a legalacsonyabb diverzitasi értékeket és ezzel
ellentétesen a legmagasabb read és nem-kiméra read szamot. A MagNa Pure 24 automatizalt
DNS izolalo robot Pathogen 200 (l14.1) protokoll alkalmazasanal magasabb diverzitasi és
szekvenalasi értékeket tapasztaltunk, mint a Pathogén 1000 protokoll estében (14.2). Tovabba,
konvencionalis izolalas utan a Pathogen 200 (14.1) protokoll esetében kaptuk a legmagasabb
diverzitasi mutatdkat (Chao-1, Shannon és Simpson). A DL homogenizalt mintak tekintetében
is jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a kiilonb6zd modszerek kozott. A konvenciondlis
kémiai lizissel tarsitott DNS izoldlé modszer (16.2) estében kaptuk a legalacsonyabb
biodiverzitasi értékeket. Erdekes, hogy ugyanezen modszer sejtszuszpenzidval tarsitott
mintahomogenizalassal a legjobb eredményt érte el. A Pathogén 200 protokoll (14.1) a

legmagasabb diverzitasi értékeket, ugyanakkor a legkisebb read szamot eredményezte.

59



DL BS

Szekvenailisi mutatok Biodiverzitis Szekvenalisi mutatok

Biodiverzitis

ItRY 1.1e+05 | 3.3e+04 | 3.9e+02 3.9e+02 : IFRY 1 4e+05 | 4.6e+04 EEwi-tivi 5.2e+02 78 e
it%] 1.2e+05 | 3.9e+04 | 4.4e+02 4 4e+02 . 7%y 1.4e+05 4.4e+04 4.4e+02 4.4e+02

I8y 1.3e+05 [ 5.0e+04 " 3.4e+02 3.4e+02 . IAY 1.5€+05 WETLV 3 4e+02 3.4e+02

P 13405 51288041 3.0c+02 30e+02 6. 9 1.4c+05 37402 37402

JekY 1.3e+05 | 4.6e+04 3.5e+02 3.5e+02 : 53 1.7et05 59e+04 BEIEIP 4 1e+02

3 1.4e+05 3.4e+02 346402 6. 161 47e+04  4.6e+02 77 099

ii¥] 1.3e+05 5:0e+04n 2 8e+02 2.3e+02 . 16.2 Shssiis 5. 4e+02 25 5.4e+02 8.1 0.994

(k] 1.4e+05 BGRIERIEN 4. 0e+02 4.0e+02 . ix] 1.4e+05 | 4.4e+04 48e+02 24 .49 7.9 0.993

Olvasat Nem-kiméra Megfigyelt Faith’s Chaol Shannon’s  Simpson Olvasatok Nem-kiméra Megfigyelt  Faith’s Chaol Shannon’s Simpson  alacsony
szam olvasatok ASV-k  diverzitasi index diverzitasi diverzitasi szama olvasatok ASV-k diverzitasi index diverzitasi diverzitasi
szama index index index szama index index index

6. abra: A kiilonb6z6 DNS izolacios megkozelitések hatasa a szekvenalasi és a diverzitasi mutatok eredményére. A standard DNS tisztitasi modszereket
hasonlitottuk dssze szekvenalasi és biodiverzitasi mutatok tekintetében. A DNS izolalast direkt lizis (DL) vagy bakterialis sejtsziiszpenzié (BS) modszerrel
homogenizalt mintdkon végeztik. Vizsgaltuk a MagNa Pure 24 izolalé robot Pathogen 200 (I4.1) és Pathogen 1000 (I4.2) protokolljat. A kereskedelmi
forgalomban kaphato - QlAamp DNA Stool mini (15.1), QIAmp Power fecal (15.2), Qiagen DNeasy Power Soil (15.3) — Kit-eket a gyartd utasitasainak
megfelelden alkalmaztuk. A konvencionalis DNS izolalas hatékonysagat kiilonboz6 lizis protokollokkal (16.1-mechanikai; 16.2-kémiai lizis; 16.3-kevert lizis)
parositva vizsgaltuk. A szekvenalasi mutatok kozil értékeltiik a read szamot, nem-kiméra read szamot és az amplikon szekvencia variansokat (amplicon
sequence variants, ASVs). Tovabba, elemezettiik az alfa diverzitasi mutatok (a Faith’s filogenetikai, Chao-1, Shannon és Simpson) értékeit
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6.1.3 A metagenomikai DNS izolalo modszerek hatdsa a béta diverzitasi mutatokra

Kutatdsunk soran vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé DNS izolalé mddszerek hogyan befolyasoljak
a mikrobidlis béta diverzitasi mutatokat. Eredményeinket a 7. abra szemlélteti. A kdzosségek
egymaskozotti  valtozatosaganak meghatarozdsdhoz f6 koordinata elemzést (principal
coordinates analyses, PCoA) végeztiink. A mintdk kdzotti tavolsagmatrix kiszdmitasahoz Bray-
curtis analizist alkalmaztunk. A f6 koordinata elemzés 6t klasztercsoportot eredményezett
(klaszterl - klaszter5) kiilonb6z6 térbeli koordinaciokkal (7/a, 7/b, 7/c). Az egyes klasztereken
beliili adatok valamilyen dimenzié szerint hasonlitanak egymashoz, és e dimenzi6 mentén

kilonboznek a tobbi klaszter elemeit6l.

A homogenizacios stratégiak alkalmazasa esetében kiilonb6zo klaszter csoportokat hataroztunk
meg a BS (1., 2., 3. klaszter) és a DL (4., 5. klaszter) mintak esetében (7/a. abra).
Altalanosagban elmondhato, hogy az altalunk alkalmazott lizis protokolloknak nem volt
szamottevl hatasuk a klaszter profilokra (7/b abra), kivéve a MagNa Pure 24-alapu izolald
modszerrel kapcsolt mechanikai (klaszterl) és a kevert lizis (klaszter2, 4) alkalmazasa esetében.
A konvencionalis és a Qiagen DNS izolalo kitek tekintetében a kiilonboz6é sejtfeltard
protokollok nem befolyasoltak jelentdsen a kozosségi dsszetételek kiilonbségeit (7/b, 7/c abra).
A 3. Kklaszter szoros 0Osszefliggést mutat a baktériumszuszpenziok (7/a abra) és a
konvencionalis DNS izolalo (7/c¢ abra) modszerek kozott. Tovabba, megfigyeltiik, hogy az
altalunk alkalmazott izolacios kiteknek nem volt prominens hatasa a béta diverzitasi profilokra
(7/c abra). A robotikus MagNa Pure 24 izolald modszerek esetében harom kiilonboz6 klasztert
azonositottunk (klaszterl, 2, 4). A 2. klaszter mintai kizarélag BS kapcsolt MagNa Pure 24
izolalo robot Pathogen 200 protokollal izolalt DNS mintakbol szarmaznak (7/c abra).

A kiilonboz6 modszerek kozotti statisztikai kiilonbségeket oszlopdiagramon abrazoltuk (7/d
abra). A bélsar mintdk mikrobidlis kozosségei kozotti kiilonbségek meghatirozasdhoz
kvantitativ (Bray-Curtis, sulyozott UniFrac) és a kvalitativ (Jacquard, stilyozatlan UniFrac) béta
diverzitasi analiziseket végeztiink. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a kiilonb6z6 minta
homogenizacids stratégidk jelentdsen befolyasoljdk a mikrobialis kozosségek kozotti
kiilonbséget. A BS és a DL homogenizalt mintak szignifikansan kiilonboznek egymastol. A
sejtfeltard protokollok koziil a mechanikai és kombinalt lizisek alkalmazasa esetében figyelhetd
meg szignifikdns kiilonbség. A kiilonb6z6 DNS izoldld6 modszerek kozott szamottevd

kiilonbségeket talaltunk a statisztikai analizis soran.
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7. abra: DNS izolalo metagenomikai modszerek hatasa a béta diverzitasi mutatokra. Kutatasunk soran vizsgaltuk a (a) minta homogenizalo, (b) baktérium
sejtfeltaro és a (c) kiilonb6z6 DNS izolald technikak hatasait a béta diverzitasi mutatokra. A modszerek és a béta diverzitasi mutatok kozotti osszefiiggéseket
haromdimenzios PCoA abrakon mutatjuk be. (d) Vizsgaltuk a kiilonbdzé modszerek kozotti statisztikai kiilonbségeket. Eredményeinket kvantitativ (Bray-
Curtis (z6ld), stulyozott UniFrac (sarga)) és a kvalitativ (Jacquard (kék), sulyozatlan UniFrac (piros)) eltérésen alapulé statisztikak alapjan szamoltuk ki. Az
oszlop diagramm az interkvartilis tartomanyok a minimum/maximum és a median értékeit tartalmazza. A csillagok statisztikai szignifikanciat jelentenek; ** P
<0,01, *** P <0,001.
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6.1.4 A kiilonbozdo lizis protokollok hatdsa az alfa diverzitasi mutatok értékeire
Munkank soran vizsgaltuk a kiillonb6z6 sejtfeltard protokollok [mechanikai (L1), kémiai (L2)
¢és vegyes (L3) lizis] hatasat a bakterialis alfa diverzitasi mutatok értékeire. Eredményeinket a

8. abra szemlélteti.

Vizsgaltuk a kiilonboz6 lizis protokollok hatasat a Faith’s filogenetikai (8/a abra) diverzitasi
mutatd értékeire. A mechanikai és kémiai lizisek kombinacidja (27,02+£3,16) (L3)
szignifikdnsan magasabb értéket eredményezett, mint a kémiai (L2) (25,78+4,3) illetve
mechanikai (L1) (24,65+2,58) lizisek 6nmagukban. A Shannon (8/b abra) ¢s a Chao-1 (8/c
abra) alfa diverzitasi értékek esetében is ugyanez a tendencia figyelheté meg [Shannon:
mechanikai (7,24+0,56), kémiai (7,22+0,78) és vegyes (7,42+042), Chao-1: mechanikai
(413,42+62.,49), kémiai (430,325+131,25) és vegyes (450,03£96)]. A Simpson diverzitasi
index (8/d abra) esetében nem tapasztaltunk kiilonbséget az egyes bakterialis sejtek feltarasara
alkalmazott lizisek 6sszehasonlitasa soran mechanikai (0,985+0,005), kémiai (0,986+0,007) és
vegyes (0,986+0,007). Eredményeink alapjan 6sszességben elmondhatd, hogy a mechanikai és
kémiai lizisek kombinacidja eredményezte a legmagasabb alfa diverzitasi mutatdkat

Osszehasonlitva a tobbi sejtfeltard technikaval.

a) b)
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8. abra: Kiilonbozo sejtfeltaré protokollok hatékonysaganak vizsgalata a bakterialis alfa
diverzitasi mutatok értékeire. A bakterialis sejtek feltarasara mechanikai (L1), kémiai (L2) és ezek
kombinacioit (L3) alkalmaztuk. (a) Faith’s filogenetikai (b) Shannon (c) Chao-1 (d) Simpson diverzitasi
index. A csillagok statisztikai szignifikanciat jelentenek; ** P < 0,01, *** P <0,001. A kapott értékeket
atlag=SD alakban abrazoltuk.
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6.1.5 A bakteridlis sejtfeltaro protokollok hatisa a DNS hozamra, tisztasdgra és a kozosségi
diverzitasi mutatokra
Osszehasonlitottuk a mechanikai és kémiai lizisek esetében alkalmazott kiilonb6zé protokollok

crer

PCR végbemenetelére és a Shannon és a Faith’s filogenetikai diverzitasi mutatokra (9. abra).

A mechanikai lizis soran a sejtfeltarashoz kiilonb6z6 kereskedelmi forgalomban kaphato lizis
gyongyok (PowerFecal, SeptiFast és Green beads) hatasait hasonlitottuk 6ssze (9/a abra). A
kémiai lizishez ATL, BLB, valamint InhibitEx tablettat ATL pufferben beoldva alkalmaztunk
(9/b abra). Azt tapasztaltuk, hogy a kiillonbozé lizis gyongydk megvalasztdsa nem
eredményezett statisztikailag kimutathatdé szignifikdns kiilonbséget az altalunk vizsgalt
paraméterekre. Azonban a mért adatokbdl elmondhatd, hogy a SeptiFast lizis gyongyok
alkalmazasaval tudtuk a legnagyobb mennyiségti DNS-t kinyerni (SeptiFast: 435,0754+258,09
kontra Power Fecal: 194,75+162,68 kontra Green beads 260,5+141,1).

Szamottevd kiilonbség figyelhetd meg a DNS mennyiségében a mechanikai (326+110 ng / pul)

¢és a kémiai lizisek (101£148 ng / ul) alkalmazasa kozott.

A kémiai lizis esetében az ATL puffer alkalmazasa soran kaptuk a legmagasabb DNS
koncentraciot (ATL: 356,91+£537,66 BLB: 129,4491,89 ¢és InhibitEX: 6,15+1,06). Az
InhibitEX tabletta el6kezelése meglehetésen jO mindseégli tisztitott DNS-t eredményezett
[(260/280: 2,18+0,002) (260/230: 1,98+0,45)], amelyek 0Osszességében pozitiv hatast
gyakoroltak a PCR reakcidk sikeres végbemenetelére (100%), azonban ezzel a modszerrel
alacsony mennyiségli DNS-t kaptunk. Tovabba, az InhibitEX tabletta alkalmazasa alacsonyabb
Shannon (6,76+0,25) diverzitasi indexet eredményezett, mint az ATL (7,208+0,59) ¢s BLB
(7,8165 + 0,35) puffer alkalmazasa. Mind az ATL, mind a BLB pufferek hasznéalata nagy

mennyiségli DNS kinyerését eredményezte, ami magas alfa diverzitasi értékekkel tarsult.
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9. abra: Kiilonboz6 sejtfeltaro protokollok hatékonysaganak Gsszehasonlitasa.

Vizsgaltuk a (a) mechanikai és (b) kémiai lizis protokollok hatasat a DNS-hozamra (ng/uL), a
értékeire (Shannon-index, Chaol-index, Faith PD). Mechanikai sejtfeltaras esetében PowerFecal bead
(narancssarga), SeptiFast (citromsarga) és Green Bead (sziirke) lizis gyongyoket alkalmaztunk. A
kémiai sejtfeltaras esetében BLB (rozsaszin) és ATL (kék) puffert, valamint InhibitEX tablettat (zold)
ATL pufferben beoldva hasznaltunk. A csillagok statisztikai szignifikanciat jelentenek; ** P < 0,01, ***
P <0,001. A kapott értékeket atlag+SD alakban abrazoltuk.
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6.1.6 A kiilonbozé DNS izolalo metagenomikai stratégiak alapvetéen befolydsoljik a
mintaban a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok eloszlasanak aranyait

Munkénk soran vizsgaltuk a kiilonb6z6 DNS izolalasi technikdk hatasat a Gram-pozitiv és
Gram-negativ baktériumok eloszlasara, amelynek eredményét a 10. abra szemlélteti. A Direkt
(DL) és indirekt (BS) mintahomogenizald stratégidk jelentds kiilonbségeket eredményeztek

ugyanazon moddszerek alkalmazasa soran a bakterialis profilokban.

A DL modszerrel homogenizalt mintak esetében a kiillonbozo sejtfeltard technikak (L1, L2,
L3) ugyanazon Gram megoszlasokat eredményezték (G-pozitiv: 83%, G-negativ: 17%). A
DNS izolalé modszerek Osszehasonlitasa soran kiilonboz6 Gram eloszlasokat figyeltiink meg
[14 (G-pozitiv: 86%, G-negativ: 14%), 15 (G-pozitiv:71%, G-negativ: 29%) és 16 (G-pozitiv:
84% kontra G-negativ: 16%)].

Fontos megjegyezni tovabba, hogy a DL mintahomogenizaci6 alkalmazasaval a Gram-pozitiv
baktériumok szignifikdnsan nagyobb mennyiségben nyerhet6k ki, mint a Gram-negativ

baktériumok.

A BS mintak esetében a mechanikai lizis (L1) kiegyenstlyozott Gram-pozitiv (52%) és Gram-
negativ (48%) aranyokat eredményezett. Az automatizalt robotikus (14) és a konvencionalis
(16) DNS extrakcioés modszer esetében ugyanazon Gram eloszlasokat (G-pozitiv: 40% kontra

G-negativ: 60%) figyeltiink meg.

A minta homogenizalasanak megvalasztdsa nem fejtett ki jelentds hatast a székletbaktériumok
Gram-eloszlasara, amikor a DNS-t szilicium-dioxid-oszlopon alapulé moddszerekkel (15)

nyertiik ki (Gram-negativ: DL 29%, BS 33%, Gram-pozitiv: DL 71%, BS 67 %).
L1 L2 L3 14 15 16
14D A A A A A

X-K-X-X-X

Homogenizacio [l Direkt Lizis (DL) [l Bakterialis sejtszuszpenzié (BS) [ Gram-porzitiv (%) Gram-negativ (%)

10. abra: DNS izolalé moddszerek hatasanak vizsgilata a Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok eloszlasanak aranyaira. Direkt lizis (DL) és bakterialis sejtszuszpenziéo (BS)
mintahomogenizald modszerek. Sejtfeltard (mechanikai (LL1), kémiai (L2) és vegyes (L3)) és a DNS
izolalo protokollok (izolaldé robot (I4), izolald kit (IS) és konvenciondlis izolalas (16)) hatasdnak
vizsgalata. A csillagok statisztikai szignifikanciat jelentenek; ** P < 0,01, *** P <0,001.
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6.1.7 A kiilonb6z6 DNS izoldlasi technikdk hatiasa az egyensilyi (core) mikrobiom
osszetételére

Kisérleteink soran vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé modszerek hogyan befolyasoljak a mintaban
talalhat6 ,,core” mikrobiom Osszetételét. Eredményeinket a 11. abra (Kiegészité tablazat 2)
szemlélteti. A ,,core” mikrobiom eloszldsdnak komplex Osszehasonlitasat torzs és osztaly
rendszertani kategoridban végeztik el. A 16 S rRNS gén alapi amplikon szekvenalas
eredménye alapjan a kiilénb6z0 technikai tényezok (homogenizalas, lizis, DNS izolalas)
esetében a prokaridta doménen beliili fobb torzsek és osztalyok azonosak voltak, de a relativ

mennyiségekben eltérések figyelhetdek meg.

A kiilonb6zé minta homogenizaldé modszerek (BS, DL) Osszehasonlitdsa sordn az aldbbi
kiilonbségeket tapasztaltuk: A DL homogenizalas a Gram-pozitiv Firmicutes torzs hatékony
kivonasat eredményezte (DL: 81,4%, BS: 60%). A BS alkalmazédsaval pedig nagyobb
mennyiségben vonhatok ki a Gram-negativ Bacteroidetes (BS: 28,68%, DL: 12,62 %),
Proteobacteria (BS: 6,57%, DL: 3,06%) és Epsilonbacteraeota baktérium torzsek (BS: 1,9%,
DL: 0,69%), mint a DL esetében. A BS és a DL homogenizalas hasonl6 relativ mennyiségeket
eredményezett az Actinobacteria (DL: 1,14%, BS: 1%) és a Tenericutes (DL: 0,2%, BS: 0,16%)

baktérium torzseknél.

Osszehasonlitottuk a kiilonbozd sejtfeltar6 modszerek hatdsat a ,,core” mikrobiomot alkotd
bakterialis torzsek relativ mennyiségeire. A mechanikai lizis (L1) a Bacteroidetes hatékony
kivonasara volt alkalmas (L1: 16,2%, L2: 12,3% és L3: 9,38 %). A Proteobacteria baktérium
torzset kémiai (L2) sejtfeltaras alkalmazasaval (L2: 6,1%) nagyobb mennyiségben nyertiik ki,
a tobbi sejtfeltarasi technikéval (L1: 0,39%, L2: 3,39%) Osszehasonlitva. A mechanikai és
kémiai lizisek egyiittes (L3) alkalmazasa bizonyult a legjobbnak a Firmicutes torzs kivonasara.
Az Actinobacteria, Cyanobacteria, Tenericutes, Verrucomicrobia és Epsilonbacteraeota
baktériumok relativ mennyiségeiben nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a kiilonboz6

sejtfeltarasi technikék 6sszehasonlitdsa soran.

A kiilonbozé DNS izolalasi modszerek kifejezett kiilonbséget eredményeztek a ,,core”
mikrobiomot alkotd baktériumok relativ mennyiségeiben torzs rendszertani kategéridban.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a MagNa Pure 24 izolald robot alkalmazasa (14) a
Firmicutes (14: 85%, 15: 82% és 16: 80%) és Tenericutes (I4: 5,48%, 15: 0,8% és 16: 1,1 %)
torzseket nagyobb mennyiségben nyerte ki, mint a tobbi DNS izoldlé6 moddszer. A Qiagen

izolacios kitek (15) alkalmazasa esetében a Bacteroidetes (I5: 12,1%, 14: 8,3 % és 16: 1%) torzs
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hatékonyabb kivonasat figyeltilk meg a tobbi izolacids technikédhoz képest. A konvencionalis
izolalas (16) alkalmazasaval a Verrucomicrobia (16: 2,62 %, 14: 1,11% ¢és 15: 0,3%) és
Proteobacteria (16: 5,48 %, 14: 1,4% és I5: 0,27%) bakterialis torzsek nagyobb relativ

gyakorisaggal alkottak a ,,core” mikrobiomot, mint a tobbi izolalési technika esetében.

Osztaly taxonomiai szinten a Bacilli, Bacteroidia, Clostridia és Gammaproteobacteria relativ
mennyiségeiben figyeltiink meg szamottevd kiilonbséget a kiilonbdzé minta homogenizalo
modszerek hatdsara. A BS alkalmazasaval a Clostridia (BS: 32,12%, DL: 23,43%), a
Bacteroidia (BS: 28,68 %, DL:12,62%) és a Gammaproteobacteria (BS:5,78%, DL:2,41%)
nagyobb mennyiségii kivonasat értiik el. A DL homogenizalt mintakban a Bacilli baktériumok

jelentds mennyisége figyelheté meg (DL: 56%, BS: 25,54%).

A kiilonbozo sejtfeltaré modszerek Gsszehasonlitasa soran az alabbi kiilonbségeket figyeltiik
meg a ,core” mikrobiomot osztily taxonomiai szinten alkotd baktériumok relativ
mennyiségeiben. A mechanikai lizis (L1) Bacilli (L1: 16,2%, L2: 0,4% és L3: 0,62%) és
Bacteroidia (L1: 69,48%, L2: 23,41% ¢és L3: 23,76%) osztalyok nagyobb mennyiségii
kivonasat eredményezte a tobbi sejtfeltarasi technikahoz képest. Coriobacteriia (L2: 12,31%,
L1:0,22% és L3: 9,38%) és Erysipelotrichi (L2: 0,46%, L1: 0,20% és L3: 0,22%) baktériumok
jelentdsen magasabb relativ gyakorisaggal mutathatok ki a kémiai lizis (L2) alkalmazasaval. A
mechanikai és kémiai lizisek kombinacidja hatékonynak bizonyulta a Gammaproteobacteria,
a Deltaproteobacteria és a Verrucomicrobiae kinyerésére. A ,,core” mikrobiomot alkotd
Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Camplylobacteria, Clostridia, Lentisphaeria,
Melainabacteria, Mollicutes és Negativicutes baktériumok relativ mennyiségeiben nem
figyeltiink meg jelentds kiilonbségeket a kiilonbozd sejtfeltard technikdk Osszehasonlitdsa

soran.

Vizsgaltuk a kiilonb6zé DNS izoldldé moddszerek hatdsat a ,,core” mikrobiomot alkotod
baktériumok mennyiségi Osszetételére osztaly rendszertani kategoridban. A MagNa Pure 24
izolalo robot (P4) alkalmazasaval nagyobb mennyiségben azonosithatok Coriobacteriia (P4:
8,3%, P5:0,05% és P6: 0,142%) és Negativicutes (P4: 3,1%, P5: 1,8% és P6: 0,1%) bakterialis
osztalyok a tobbi izolaciés modszerrel Gsszehasonlitva. Az Actinobacteria (P5: 24,34%, p4:
0,148% ¢és P6: 1,96%) és Bacteroidia (P5: 62%, p4: 0,25% ¢és P6: 12,9%) magasabb relativ
gyakorisaggal mutathatok ki az izolacids kitek (P5) alkalmazasaval, mint a tobbi modszer
esetében. A konvencionalis DNS izolal6 modszer hatékonynak bizonyult a Clostridia (P6:
8,61%, P4: 0,44% és P5: 0,09%) és Bacilli P6: 74%, P4: 39% és P5: 0,09%) kivonasara.
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6.1.8 A metagenomikai DNS izolilo mdodszerek eltéré hatdast gyakorolnak a kiilonbozé
bakteridlis taxonok feltarasdara

Kutatdsunk sordn arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az egyes DNS extrakcios modszerek,
mely baktériumfajok kimutatasdra alkalmazhatoak a leghatékonyabban. Ennek
megvalaszolasara értékeltiik a kiilonb6z6 DNS izoléalasi technikédk hatdsait a mikrobialis
Okoszisztéma Osszetételére a minta homogenizaldé (DL vs. BS) mddszerek fliggvényében.
Eredményeinket a 12. abra szemlélteti. Kisérleteink soran 6sszesen 8 torzs, 15 osztaly, 29 rend,
47 csalad, 72 nemzetség és 22 faj mennyiségi kiilonbségeit kovettiik nyomon. Jelentsen eltérd
taxonomiai profilokat kaptunk, amikor a DL és a BS homogenizalt mintdk részhalmazait
Osszehasonlitottuk. Tovabba, a kiillonbozd izolacios stratégidk is szamottevd kiilonbségeket
eredményeztek a mikrobidlis Okoszisztémat alkoté baktériumok relativ frekvencia
mennyiségeiben. Az automatizalt rendszerit MagNa Pure24 izolald robot pathogén 200 (14.1)
¢s 1000 (14.2) protokollok dsszehasonlitasa sordn nem tapasztaltunk szamottevo kiilonbséget a
mintak bakterialis 0sszetételében. A DL kapcsolt MagNa Pure24 izolalo robot (14.1 és 14.2)
alkalmazasa az Actinobacteria, Firmicutes, Tenericutes (torzs), Actinobacteria (osztaly),
Bifidobacteriales (rend), Bifidobacteriaceae (csalad), Bifidobacterium (nemzetség)
kimutatasara volt a legalkalmasabb. A BS kapcsolt MagNa pure24 izolalé robot hatékonynak
bizonyult a Bacteroidetes, Epsilonbacteria (térzs) a Lachnospira, Anaerofilum, Oscillibacter,
Oscillospira, Bacteroides, Coprobacter, Butyricimonas, Alistipes (nemzetség) baktériumok
kivonasara. A  konvenciondlis izolalasi technikdk (16) esetében a kiilonbozo
mintahomogenizald és sejtfeltarod technikdk jelentdsen befolyasoltdk a mddszer hatékonysagat
a bakterialis filotipizalas tekintetében. A BS kapcsolt konvencionalis izolalasi technikak
alkalmazédsa szamtalan baktérium eredményes kivondsara alkalmazhaté (mint példaul
Epsilonbacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia (térzs) Bacillales, Selenomonadales,
Erysipelotrichales, Bacteroidales, Campylobacterales, Rhodospirillales, Aeromonadales,
Enterobacteriales, Verrucomicrobiales (rend), Olsenella, Intestinimonas, Negativibacillus,
Phascolarctobacterium, Megamonas, Dielma, Butyricimonas, Alistipes, Campylobacter,
Helicobacter, Succinatimonas, Escherichia, Akkermansia, Faecalibacterium (nemzetség)). A
DL kapcsolt konvencionalis izolalasi technika a Cyanobacteria torzs kimutatasara volt
alkalmas. Ertékeltiik a kiilonboz6 kereskedelmi forgalomban beszerezhet$ Qiagen izolalo kitek
hatékonysagat is. Azt tapasztaltuk, hogy a DNS izolacios kitek alkalmazasaval a Bacteroidetes

(torzs) és Bactroidia (osztaly) baktériumok nagy mennyiségben nyerhetdk ki.
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12. abra: A kiilonb6z6 DNS izolalasi médszerek hatasa a bakterialis filotipizalasra. Eredményeink a DL (direkt lizis) és BS (bakterialis sejtszuszpenzio)
kapcsolt metagenomikai DNS izolalasi megkozelitések kozotti relativ frekvenciak logaritmus 2 hanyados (log2 (DL/BS)) értékeit tartalmazzak. Az egyes
modszerek okozta kiilonbségek mértekét a kompozit hétérképen gradiens szinekkel szemléltetjiik. A piros szin a DL technikaval homogenizalt mintakhoz (log2
(DL/BS) >0), mig a kék szin a BS mintakhoz kapcsolodo taxonok dominanciajat jelenti (log2 (DL/BS) <0). Magna Pure 24 Pathogén 200 (14.1), Pathogen 1000

(14.2) protokoll, QlAamp DNA Stool Mini Kit (15.1), QlAamp PowerFecal DNA Kit (15.2), DNeasy PowerSoil Kit (15.3) Konvencionalis DNS izolalas
mechanikai (16.1), kémiai (16.2) és vegyes (16.3) sejtfeltaras.
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6.1.9 A taxonomiai adatbazisok hatdsa a szekvendlas felbontoképességére

DNS izolalasi modszerek mellett az in silico bioinformatikai elemzések technikai vonatkozasai
is jelentds torzitdsokat vezethetnek be a mikrobidlis konzorciumok 0Osszetételének
meghatarozasa soran. Munkank soran két referencia adatbazist a GreenGenes-t (GG) és a Silva-
t (S) hasonlitottuk 6ssze (13. abra) (Kiegészito tablazat 3). Mindkét referencia adatbazis az
olvasatok (read) tobb mint 99%-at sikeresen besorolta torzs, osztaly és rend taxonémiai szinten.
Csalad szinten a két adatbazis koziil a Silva alkalmazasaval atlagosan tobb olvasatot tudtunk
azonositani (97,95 £+ 2,03%), mint a GreenGenes (90,28 + 2,84%) esetében (13/a abra). A
kiilonbség nemzetség szintjén jelentdsebb volt, ahol a Silva adatbazis az olvasatok 95,99 +
1,42%-4t, mig a GG 78,86+ 5,8%-4t tudta azonositani. Kivancsiak voltunk, hogy a kiilénb6z6
mintahomogenizacios €és DNS izolalo stratégidknak van e szdmottevd hatasa az adatbazisok
rangsorolasi képeségére (13/a. abra). A Silva adatbazis estében a minta feldolgozasanak
megvalasztdsa (BS kontra DL) nem volt szignifikdns hatassal a rangsorolt olvasatainak
aranyara csalad és nemzetség taxonomiai szinten (csalad: BS 99,49 + 1,19% kontra DL 98,13,
nemzetség: BS 96,69 + 2,95 kontra DL 97,41). Ellenben a faji szintli azonositds soran a BS
mintak (14,42%) esetében az olvasatok nagyobb szazalékat tudtuk sikeresen beazonositani,
mint a DL homogenizacié (9,16%) esetében. Vizsgaltuk a sejtlizald protokollok hatékonysagat
is. Azt tapasztaltuk, hogy csalad és nemzetség szinten nincs jelentds kiilonbség a sejtfeltaro
protokollok kozott, ellenben faji szinten nem teljesitettek egyforman. A vegyes lizis (L3)
(16,72%) alkalmazasaval kaptuk a legjobb eredményt a mechanikai (L1) (10,71%) és kémiai
lizissel (L2) (11,48%) Osszehasonlitva. A metagenomikai DNS izolal6 modszer megvalasztisa
nem befolyasolta szignifikdnsan az azonositott read szdmokat. A GreenGenes adatbazis
esetében a mintahomogenizald stratégidk szadmottevd kiilonbségeket eredményeztek a
beazonositott olvasatok szdméban. A DL homogenizalt mintdknal az olvasatok nagyobb
széazalékat tudtuk beazonositani, mint a BS homogenizalt mintik esetében (csalad: BS 88,81%,
DL 92,16%; nemzetség: BS 74,81, DL 81,99; faj: BS 44,49%, DL 56,15%). Eredményeink
alapjan elmondhato, hogy a sejtfeltdras megvalasztasa jelentdsen befolyésolta az azonositott
read-ek mennyiségét. Az altalunk alkalmazott kisérletes rendszerben a mechanikai
sejtfeltarassal (L1) kaptuk a legrosszabb eredményt nemzetség ¢és csalad taxondmiai szinten
(csalad: mechanikai 85%, kémiai 91,5%, vegyes 91,6%; nemzetség mechanikai 74,35%, kémiai
78,7%, vegyes 78,6%). A faji szintli azonositas esetében pedig a vegyes lizis (L3) teljesitett a
legrosszabbul (mechanikai 50,63%, kémiai 51,3%, vegyes 48 %). Vizsgaltuk a kiilonb6zo

metagenomikai izolalasi stratégiak hatékonysagat.
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Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a Qiagen izolalo kitek (P5) alkalmazasaval értiik el a
legjobb eredményt minden taxonomiai szinten, utana pedig a konvencionalis DNS izolalas (P6)
kovetkezett. Figyelemre mélto kiilonbségeket figyeltiink meg a két adatbazis faji szintli
rangsorolasi képesége kozott is. A Silva atlagosan a fajok 12,88 + 3,86% -at, mig a GreenGenes
51,74 £+ 8,22% -at tudta azonositani. A rangsorolt értékek nem mutattak Osszefiiggést az
azonositott fajok szamaval (13/b abra). A Silva és a GG is dsszesen 87 fajt tudtak azonositani,
ezek koziil 13 olyan faj volt, amelyet mindkét adatbazis azonositott. A 13/¢ abra a két adatbazis
altal megtalalt 30 legelterjedtebb fajt abrazolja, amelyek koziil 4 olyan fajt (Lactobacillus
vaginalis, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus pontis, Bacteroides uniformis) talaltunk,
amelyeket mind a S, mind a GG adatbazis legnagyobb mennyiségben azonositott fajai kozott
megtalalhat6. Ezen baktériumok esetében hasonlo relativ frekvencia mennyiségeket kaptunk a
két adatbazis esetében. A GG adatbézis alkalmazasaval meghatarozhatjuk szdmos mikrobidlis
konzorciumban fontos szerepet jatszo baktérium mennyiségét, mint példaul a Streptococcus
alactolyticus, a Lactobacillus helveticus, a Faecalibacterium prausnitzii, az Escherichia coli, a
Barnesiella viscericola, Butyricicoccus pullicaecorum és az Alistipes finegoldii. A Silva
adatbazis alkalmazasaval tobb Lactobacillus nemzetséghez tartozo fajt, mint példaul a

Lactobacillus reuteri, panis, oris, aviarius tudtunk azonositani, mint a GG esetében.

Greengenes Silva g o o . o . q . o i
a) o genes @ c) 1% @5% @10% @202 @202 (@) <0% — Fajok
g 1900 . . . . . . . . + | Tracrelta massiliensis
[ J ® [ ] @ [ ] ® ° ® + | streptococcus aiactalytious
. . . . . . . + | Sphingobacterium jejuense
. . . . . . . . + | Pseudoflavonifractor phocasensis
. . . . . . . . + | Phaseolus acutifoiius (tepary bean)
. . . . . [ ) . + |- Parabacferoides distasonis
. . . . . . L] . + | Mordavslia massiliensis
® o | ® OO | ® 0|0 @ - ® @ ® @ |+ |+ |Lactobacilus vaginalis
® o0 9| o5 |0 OO O & 9 & & |+ |+ [Lactobails saivarvs
. . . . . . . + | Lactobacilus reuteri
e o (@& eo| ® o O |0 o ® | ® o |+ |+ | Lactobacilus pontis
. . . . . . . + | Lactobacillus panis
. [ ] . L] . [ ] L] + | Laclobacillus oris
@ . . . . ® . . + |- Lactobacillus helveticus
[ ] ® [ ] [ ] ® [ ] [} [ ] + | Lactobacillus aviarius
[ ] [] [ ] ® [} [ ] [ ] [ + |- Helicobacter pultorum
® [ ] ® L ] [ ] [ ] ® ® + |- Faecalibacterium prausnitzii
@ L ® [ ) L ] [ ] [ ] ® + |- Escherichia colf
] . L] ° . ° . . - Campyiobacter jejuni
° [} ® ) [ ° . ® + | Buiyricicoccus pullicaecorum
[ ] ® ® ] ® ) [ ] ® + |- Barnesietla viscericola
® oo | ® o/ ® o|® +|® o o o o o [+ |+ | Bacteoidesunibmis
L] L] [} [} ° ® ® + | Bacteroides sp. 85
[ ] . L] [ ] L . ® + | Basteroides galinaceum
: @ . . . . ° ° ° + | Basteroides barnesiae
b) Azonositattfajok s2dma o . . . . + | bacterium 101379
. L] . L] ] ® . . + | bacterium ic1311
° . ° °® . ° . . + |- Anaeromassilibacillus senegalensis
® ° [ ] ® ® [ ] ® . + L aistipes finegoldii
® [ . ° [ ] ® + | Akkermansia muciniohila
BS DL L1 L2 L3 14 15 16

13. abra: A Green Genes (z6ld) és Silva (lila) adatbazisok hatasa a taxonémiai besorolasra. (a) A
polar abrakon bemutatjuk az azonositott leolvasasok szazalékos aranyat csalad, nemzetség és faji
taxonomiai szinteken. Direkt lizis (DL), Bakterialis sejtszaszpenzio (BS). Mechanikai (L1), kémiai (L2)
és vegyes lizis (L3). MagNa Pure24 izolal6 robot (P4), Qiagen izolalo kit és konvencionalis DNS (P6)
izolalasi technika b) A két taxonomiai adatbazis altal meghatarozott fajok szdma. (c) A Silva és
GreenGenes adatbazisok altal azonositott 30 leggyakoribb faj.
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6.2 Természetes eredetii bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok

hatasa a broiler csirkék bél-mikrobidta osszetételére és diverzitasara
Kisérleteink masodik felében a kiilonb6z0 természetes bioaktiv komponensekben gazdag
nutraceutikumok (antocianinok, szimbiotikumok, karotinoidok, fruktooligoszacharidok)

hatdsainak vizsgalatat végeztiik el a mikrobiom Osszetételére €és diverzitasara broiler csirkében

(Ross 308).

6.2.1 A nutraceutikumok hatdsa a madarak sulygyarapoddsdra

Kutatdsunk soran vizsgaltuk a nutraceutikumok hatasat a madarak novekedési teljesitményére
(2. tablazat). A kisérlet kezdetén az allatok atlagos testtomeg értéke 38,4+ 1,6 g volt, mig a
kisérlet végére a madarak atlagosan 2693 + 64,8 g stlyt érték el. Nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a kezelt [karotinoid (KAR), fruktooligoszacharid (FOS), szimbiotikum (SZIM),
antocianin (ANT)] és a kontrollcsoportok [negativ kontroll (NK), pozitiv kontrol B-gliikan
(PK)] 0sszehasonlitdsakor. Azonban a madarak produktiv élettartamanak végére mérsékelt, de
nem szignifikans testtomegcsokkenés figyelheté meg az antocianin  tartalmu

takarmanykiegészités (ANT 2590 + 264 g) hatasara az NK csoporthoz képest (2758 +222 g).

Kezelések NK PK KAR FOS SZIM ANT
testsuly (g)

1. nap 38,9+12.35 37,9+12,86  38,6+£25,57  38,6+25,42  38,9+29,73  38,5+20,24

10. nap 232+23,78  226+15,79 222+39,28 222+16,21 225+25,47 22742224

21. nap 759+89,34  795+70,03 769+85,85 715+66,75 742+88,74 726+106,50

32. nap 1713+£280 1767+231 1709+176 1735,3£233  1676,3+134 1705,3+264

42. nap 27584222 2727+£216 2748+202 2618+183 27174253 2590+264

2. Tablazat: Madarak testsily eloszlasa. A madarak sulyat 1, 10, 21, 32 és 42 napos korban mértiik.
Osszesen hat kisérleti csoportunk volt: NK (alap takarmany), PK (pozitiv kontrol, alaptakarmany B-
glikan kiegészitéssel), KAR (alaptakarmany karotinoid kiegészitéssel), FOS (alaptakarmany
fruktooligoszacharid kiegészitéssel), SZIM (alaptakarmany szimbiotikum kiegészitéssel) és ANT
(alaptakarmany antocianin kiegészitéssel).

6.2.2 Mikrobiom sulykorreldcio
Az allatok bél-mikrobiotajaban jelentds Osszefliggéseket figyeltiink meg a sulygyarapodassal
11 rend esetében a kiilonb6z6 fejlédési ndvekedési szakaszokban (eldindito, inditd, neveld,

befejezd) és a kezelések (NK, PK, KAR, FOS, SZIM, ANT) hatasara (14. abra).
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Vizsgaltuk az életkor hatdsat a bélbaktériumok és a sulygyarapodés kozotti osszefliggésekre
(14/a abra). A broiler csirkék fejlédési stadiumanak kezdetén (eldinditd fazis) pozitiv
korrelaciot mutattunk ki a stlygyarapodas és a Corynebacteriales (r>0,77) valamint Bacillales
(r>0,45) baktériumok kozott. Az inditd fazisban (10-21 nap) figyeltiik meg a legtobb pozitiv
korrelaciot mutatd baktériumot a teststllyal Clostridiales (r>0,57), Corynebacteriales (r>0,47),
Micrococcales (r>0,53), Rhizobiales (r>0,57). Az allatok fejlodési stadiumanak a végen csak
gyenge pozitiv korrelaciot tudtunk azonositani a baktériumok és a testsuly kozott. Ellenben a
Rhizobiales (r>0,57) baktérium és a testsuly kozott negativ korrelaciot figyeltiink meg az
allatok novekedési fazisdnak a végén. Munkdnk sordn vizsgéltuk a nutraceutikumok hatésat
ezen rendek és a testsuly kozotti korrelacio értékeire (14/b abra). Az NK csoport esetében nem
kaptunk jelentds Osszefiigéseket a baktériumok és a testsuly kozott. A PK csoport esetében
pedig mérsékelt negativ (r érték < -0,4) korrelaciot talaltunk a teststly és az Enterobacteriales
kozott. A FOS kezelt mintaknal kozepesen pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a Micrococcales
baktériumokkal. Erdekes modon a Pseudomonadales mérsékelten pozitiv korrelaciot mutatott
a KAR csoportban és mérsékelt negativ korrelaciot a FOS kezelt madarakban. A KAR
csoportban Bacillales és a testsuly kozott mérsékelt negativ asszociaciot mutattunk ki. Az ANT
kezelt csoport esetében erds pozitiv (r érték > 0,6) osszefiiggést talaltunk a Bacillales (r>0,65),

Corynebacteriales (r>0,61), Enterobacteriales (r>0,65) és Micrococcales (r>0,6) rendek és a

testsuly kozott.
a) b)
Bacillales 045 -0.07 0.06 -0.09 0 -0.27 -0.49 0.34 0.29 0.65 1
Betaproteobacteriales -0.33 0.23 0 -0.11 -0.25 -0.25 0.39 0.07 -0.05 -0.26 lo 8
Bifidobacteriales -0.21 0.26 -0.29 0.21 0.1 0 0 0 -0.04 0
Closiridiales | 02 0.57 0 -0.14 04 | 02 085 | 02 025 | 025  -04 &
Corynebacteriales - 0.47 0.1 0.02 0 031 | -02 | 033 029 | 061 %
Enferobacteriales -0.2 0 0.2 -0.02 0.05 -045 | -0.07 -0.1 -0.1 0.65 -0 E"
Erysipelotrichales | 0.14 0.33 0.1 0.13 03 | 015 | 04 | 03 | -005 | -005 %
Lactobacillales -0.1 0.4 0.03 0.24 0.15 0.35 -0.35 -0.1 -0.15 | -0.25 --04 E
Micrococcales 0.27 0.53 -0.15 0.15 -0.03 0.18 -0.28 0.48 0.24 0.6
Pseudomonadales | -0.02 -0.13 0.04 0.05 015 | 035 | 052 | 045 004 | -0.28 I-o 8
Rhizobiales 0.1 0.57 -063 0.09 0.29 -0.21 0 0 0.01 -0.28 -1
El§indits Indité Nevel§ Befejezd NK PK  KAR FOS SZIM  ANT
fazis ftazis fazis fazis

14. abra: A nutraceutikumok és az allatok életkoranak hatasai a bélbaktériumok és a testsily
kozotti osszefiiggésekre. Spearman-korrelaciokat szamoltunk a mikrobidta és testsuly kozotti
Osszefliggések szamszerGsitésére. Kutatasunk soran kiilon vizsgaltuk az (@) allatok fejlédési
stadiumanak (el6indito (1-9 nap), indit6 (10-21 nap), neveld (22-31 nap), befejezé fazis (32-42 nap) (b)
és a kiilonbozo kezeléseknek a hatasat (NK, PK, KAR, FOS, SZIM, ANT). A korrelaciok értéke —1 és
+1 kozott valtozott, a pozitiv (R >0 piros) és negativ (R <0 kék). NK (alap takarmany), PK (pozitiv
kontrol, alaptakarmany B-gliikan kiegészitéssel), KAR (alaptakarmany karotinoid kiegészitéssel), FOS
(alaptakarmany  fruktooligszacharid  kiegészitéssel), SZIM (alaptakarmany szimbiotikum
kiegészitéssel) és ANT (alaptakarmany antocianin kiegészitéssel).
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6.2.3 A kiilonbozd kisérleti paraméterek (madarak életkora és nutraceutikum kezelés) és a

bél-mikrobiom diverzitasa kozotti dsszefiigések vizsgalata

Meghataroztuk az egyes kisérleti beallitasok — kontroll csoportok (NK, PK) és a kezelt
csoportok (KAR, FOS, SZIM, ANT) — hatasait a mikrobialis diverzitasi mutatokra az id6
fliggvényében. Eredményeinket a 15. abra mutatja be. Az alfa diverzitas esetében a Faith
filogenetikai (15/a-b abra), Chao-1, Shannon ¢és Simpson (15/b abra) diverzitasi indexeket
alkalmaztuk a broiler csirkék GIT-mikrobidta fajszamanak, gazdagsaganak ¢és
egyenletességének meghatirozasara. Egy altalanos novekedési tendencia figyelhetdé meg a
mikrobidlis 0koszisztéma diverzitdsi mutatdiban egészen a madarak 31 napos kordig, ezt
kovetden a diverzitasi értékek csokkennek. Az altalunk alkalmazott kisérleti rendszerben a
természetes hatdanyagok pozitiv hatasat fedeztiik fel az allatok novekedési fazisanak a végén
az NK csoport egyedeihez képest. Ez a pozitiv hatas a Faith filogenetikai diverzitas esetében
szignifikans volt a FOS (20,3 +4,6), SZIM (22,5 +0,8) és ANT (21,8 £2,9) kezelés hatasara
Osszehasonlitva a negativ kontroll csoportokkal (NK: 11,2 +4,0) (15/a-b abra). A Shannon és
Simpson diverzitasi indexek esetében nem mutattunk ki szignifikans valtozast a
nutraceutikumok hatasara az NK csoporthoz képest (15/b abra). Azonban elmondhatd, hogy a
Faith filogenetikai diverzitdsi mutatd esetében leirt diverzitasi trendek ezen diverzitasi
mérdszamok esetében is megfigyelhetdek, szignifikdns kiilonbség nélkiil. A legnagyobb
kozosségi diverzitasi értéket az allatok 31 napos koraban a karotinoid (KAR) kezelt csoportban
mértiik (15/a-b abra).

Kutatidsunk tovabbi targyat képezte a kiilonb6zo természetes hatdanyagok és az allatok koranak
hatasara bekovetkezé valtozasok vizsgalata a béta diverzitasi mérészamok értékeire (15/c
abra). Négy béta diverzitasi hotérképet készitettiink a Bray-Curtis, Jaccard, valamint sulyozott
és stlyozatlan UniFrac tavolsagok meghatarozéasaval a kiilonbozd kisérleti csoportok (NK, PK,
KAR, FOS, SZIM, ANT) kozott az allatok életkoranak figyelembevételével. A tavolsag alapu
kiilonbségi matrixok azt mutattak, hogy az adllomany fejlodése 1ényeges befolyast gyakorolt az
altalanos kozosségbeli eltéréseire igy a kozosségek diverzitasanak fokozatos ndvekedése a
GIT-mikrobiota megndvekedett heterogenitasdval jart egyiitt. A nutraceutikumok
alkalmazasanak nem volt jelentds hatasa az allatok béta diverzitasi értékeire. Eredményeink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az életkor kifejezettebb kozdsségi eltolddast

fejtett ki, mint az étrend.
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15. abra: Kiilonb6zo Kkisérleti paraméterek hatiasanak vizsgalata a diverzitiasi mérészamok
értékeire. (a) Faith filogenetikai diverzitas. A csillagok statisztikai szignifikanciat jelolnek ***P<0,001.
A kapott értékeket atlag+SD alakban abrazoltuk. (b) Az alfa diverzitasi mérdszamok eloszlasa. () A
béta diverzitas (Bray-Curtis, stlyozott UniFrac, Jaccard és sulyozatlan UniFrac). NK (alap takarmany),
PK (pozitiv kontrol, alaptakarmény p-gliikdn kiegészitéssel), KAR (alaptakarmédny karotinoid
kiegészitéssel), FOS (alaptakarmany fruktooligszacharid kiegészitéssel), SZIM (alaptakarmany
szimbiotikum kiegészitéssel) és ANT (alaptakarmany antocianin kiegészitéssel).

77



6.2.4 A madarak kordnak és a nutraceutikum kezelések hatdsdsa az egyensulyi ,,core”
mikrobiom oOsszetételére

Kutatdsunk soran vizsgaltuk, hogy milyen bakterialis taxak alkotjdk a madarak egyensulyi
mikrobiomjat és hogy a kiilonbozd kisérleti beallitasok hogyan befolyéasoljak azok relativ
mennyiségeit (16. abra). A kiindulasi GIT-mikrobidta Osszetétele az allatallomany dinamikus
egyensulyat tiikrézi. A ,,core” mikrobiom Osszetételét rend és nemzetség taxondmiai szinteken
hataroztuk meg, ugy, hogy azokat a bakterialis taxonokat vettiik figyelembe, amelyek az 6sszes

minta legalabb 50%-ban képviseltetik magukat.

A 16 S rRNS gén alapt amplikon szekvenalds eredménye alapjan a kiillonb6zo kisérleti
paraméterek esetében a prokaridta doménen beliili f6bb rendek és nemzetségek azonosak
voltak, de a relativ mennyiségekben eltérések figyelhetdek meg. Az allatok kora és a kiilonb6z6
természetes bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok alkalmazasa kifejezett
kiilonbségeket eredményeztek a ,,core” mikrobiomot alkoté6 baktériumok relativ

mennyiségeiben.

Rend taxondmiai szinten az egyensulyi mikrobiomot a Lactobacillales (82%=23), Clostridiales
(9%=+20), Erysipelotrichales (1,1%=+22) és Enterobacteriales (6%+8,2) baktériumok alkottak.

A Lactobacillales a ,,core” mikrobiom legdominansabb mennyiségben kimutathatd baktériuma
volt. Az éllatok hét napos kordban mértiik a legnagyobb relativ gyakorisagat (97,5% = 3,3%),

valamint a nutraceutikumoknak nem volt jelentds hatasa a mennyiségére.

A Clostridiales kisebb mennyiségben volt kimutathaté a B-glikan (PK: 7,4% +10,4%), a
fruktooligoszacharid (FOS: 7,7% + 6,0%) és az antocianin (ANT: 7,0%) kezelt allatokban, mint
a negativ kontroll csoport egyedeiben (NK: 23,3% +40,4%) (3 Inapos).

Az Erysipelotrichales a ,,core” mikrobiom alkotoja, azonban a madarak korai életszakaszaban
a baktériumok kevesebb mint, 1%-at képviselte. Az allatok novekedésével mennyisége

emelkedett, fejlodési ciklusuk végén (40 nap) az egyenstlyi mikrobiom 6,6%-at alkotta.

Az Enterobacteriales mennyisége az allatok névekedésével emelkedett, 40 napos allatokban
az egyensulyi mikrobiom 7,1%-at alkotta. Legnagyobb mennyiségét (NK: 9,2%) a kontroll

alaptakarmannyal etetett allatok bél-mikrobiomjaban mértiik.
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Nyolc nemzetséget — Lactobacillus (55,7%+27,3%), Enterococcus (19,0% +23,8%),
Streptococcus  (7,7% +6%),  Escherichia-Shigella  (6,9% +7,9%), Faecalibacterium
(3,5%+7,1%), Turicibacter (1,1%=+2,5%), Romboutsia (1,7% +2,6%) és Aerococcus

5% £ 1,1%) — azonositottunk az allatok egyenstlyi mikrobiomjaban.

Lactobacillus egyértelmii dominanciat mutatott a kisérlet soran, legmagasabb szintjét a

karotinoid kezelt 31 napos allatokban (KAR: 79%=0,6) figyeltiik meg.

A nemzetség szintjén az allatok fejlodése fejtette ki a legkifejezettebb hatast az Enterococcus
relativ eléfordulasara. Az allatok korai életszakaszaban ez a nemzetség volt a masodik
legelterjedtebb (7 napos: 34,7% +24,9%), mig az iddsebb allatoknal drasztikus csokkenését
figyeltiink meg (31 és 40 napos: 3,2% +4,9%). Az allatok novekedési stadiumanak a végén (41
nap) a fruktooligoszacharidok novelték az Enterococcus relativ mennyiségét [FOS:
6,8% + 6,4%, szemben a tobbi kezelési csoporttal (2,5% +2,2%)].

A Streptococcus mennyisége az allatok fejlodésével ndvekedett, legnagyobb mennyisége a FOS
etetett allatok bél-mikrobiomjaban volt kimutathat6 (FOS: 38,83%).

Az Escherichia-Shigella nagyobb mennyiségben volt kimutathatd a szimbiotikum (SZIM:
12+0,3) és karotinoid (KAR: 9,1+0,1) hatéanyaggal dusitott takarmanyt fogyasztott allatok bél-
mikrobiomjaban, mint a negativ kontroll csoport (NK: 2,23+0,28) egyedeiben (40 napos allat).

A Faecalibacterium fontos szerepet jatszik a bél egészségének fenntartasaban. Az allatok
novekedési ciklusanak a vége fel¢ (31 nap) a karotinoid (KAR: 13+0,08), szimbiotikum (SZIM:
6,8+0,02) és antocianin (ANT: 12+0,2) csoportok esetében emelkedett mennyiségét mértiik a
negativ kontroll csoporthoz (NK:3,12% +0,018) képest.

Turicibacter, Romboutsia és Aerococcus baktérium genusok az egyenstlyi mikrobiomot
alacsony mennyiségben alkottdk. A nutraceutikum kezelésnek nem volt jelentds hatdsa a

mennyiségiikre.
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16. abra: A Kkiilonb6z6 kisérleti paraméterek hatisa a broiler csirke ,,core” mikrobiom
osszetételére. A core mikrobiomot rend és nemzetség taxondmiai szinten hataroztuk meg, az allatok
életkoranak (7, 19, 31 és 40 nap) és a kiilonboz6 kisérleti csoportok (NK, PK, KAR, FOS, SZIM és
ANT) figyelembevételével. A kiilonbozo kisérleti csoportok az aldbbiak voltak, NK: negativ kontrol
(alapdiéta), PK: pozitiv kontrol (B-gliikan), KAR: karotinoid, FOS: fructooligoszacharid, SZIM:
szimbiotikum és ANT: antocianin. A bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumokat 0,5 %-ban
adtuk az alap takarmanyhoz.

6.2.5 Nutraceutikumok dltal okozott mikrobidlis ujjlenyomatok

Vizsgaltuk a nutraceutikumok hatasét a bél-mikrobiodta dsszetételére csalad taxondmiai szinten
(17. abra). A negativ kontrol (NK) és a kiilonb6z6 hatéanyagokkal (PK, KAR, FOS, SZIM,
ANT) kezelt kiilonboz6 fejlodési stadiumi madarak 6sszehasonlitasakor jelentds kiilonbségeit

sikertilt feltarnunk a taxondmiai eloszlasokban.

Megfigyeltiik, hogy a karotinoidok (KAR) pozitiv hatast fejtettek ki a Bifidobacteriaceae (7,
31 és 40 nap), Lachnospiraceae (7 és 19 nap), Ruminococcaceae (7, 19 és 31 nap),
Erysipelotrichaceae (7 nap), Bacteroidaceae (31 és 19 nap), Barnesiellaceae (19 és 31 nap) és
Christensenellaceae (19 és 40 nap) baktériumok mennyiségére a negativ kontroll csoporthoz
képest. A B-gliikkan (PK) kiegészités pozitivan befolyasolta a Ruminococcaceae (7 nap),
Erysipelotrichaceae (7 és 40 nap) és Desulfovibrionaceae (19 és 40 nap) egyedszamat. Az
eredményeink azt mutattak, hogy az Erysipelotrichaceae (7 és 40 nap), a Lachnospiraceae (7
¢és 19 nap), a Ruminococcaceae (7, 19 és 31 nap) aranya nétt, mig a Staphylococcaceae (a teljes
novekedési fazis), Aerococcaceae (31 és 19, 40 nap), a Lactobacillaceae (7 nap) szama

csokkent fruktooligoszacharid (FOS) kezelés hatasara.
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Az antocianin (ANT) alkalmazasa novelte a Bifidobacteriaceae (7 és 19 nap), a
Lachnospiraceae (7 és 40 nap), a Ruminococcaceae (7 és 40 nap), az Akkermansiaceae (40
nap) szintjét, és némi gatlo hatassal volt a Helicobacteraceae (7 nap) és Campylobacteraceae
(40 nap) mennyiségére. A szimbiotikumok (SZIM) hasznalata novelte a Bifidobacteriaceae

(teljes produktiv élettartam), a Lachnospiraceae (7 és 40 nap) és a Christensenellaceae (7 és

Basquomy  So|

3.0
-15
-0.0

--1.5

|-30

<Negativ kontroll

roos
40 nap) egyedszamat.
Csalad
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 -1 076 083 03 081 086 -Acidaminococcaceae
0 0 0 0 0 095 093 081 062 048 -0038 18 X0 16 | 082 17 071 -046 058 - Aerococcaceae
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0.58 0 058 -0.58 -058 5.8 0 0 3.8 - Alkermansiaceae
0 0 0 0 0 08 21 042 BN o1 BTN 043 JEXN 088 016 098 041 | 2 -Bacteroidaceae
0 0 0 0 0 0 -0.89 19 018 -13 082 048 0084 1.7 -Barnesiellaceae
0 0 0 72 [ 12 077 15 0 2 0 0  -Bifidobacteriaceae
0 0 0 0 0 2 079 -046 0.13 Brevibacteriaceae
0057 -0.7 0093 -0.16 045 044 11 038 0052 -12 18 082 -082 15 -Burkholderiaceae
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0091 1.7 17 13 1.8 L 041 - Campylobacteraceae
0 0 0 0 0 18 12 14 07 16 0078 072 056 1.1 061 14 066 15 06 -Christensenellaceae
0078 15 18 1 17 046 19 07 21 EEl 2 o047 048 048 1.3 WEEN- Clostridiaceae  <Nutraceutikumok
0 0 0 032 o 055 03 0 021 007 1.7 067 031 042 053 059 074 073 -12 -Cormebacteriaceae
0 0 0 0 0 12 055 062 11 0.97 2 -1.6 21 1.9 -19 X -2 -1.1 Dermabacteraceae
0 0 0 0 0 1 PPN 11 o018 -14 o |18 o074 -13 0.067 2 1 -Desulfovibrionaceae
022 15 046 - BN 25 24 4 42 033 18 13 028 098 2 | | 037 -Enterobacteriaceae
0029 069 16 01 063 047 085 08 1 07 13 BN o1 | 2 14 15 0289 15 14 035 -Enterococcaceae
26 26 27 43 37 41 035 08 13 14 14 038 027 -031 06 092 -1 02 055 -029 -Erysipelomichaceae
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 028 JEXN os6 JEM o2 o8 X Helicobacteraceae
069 -15 7 -0.44 083 -091 -079 033 043 038 021 029 0087 -021 024 046 0015 0053 -0.89 -Lactobacillaceae
0078 15 18 1 17 094 18 048 -0057 [ EN| 14 057 017 06 18 08 071 11 13 12 -Lachnospiraceae
41 |27 4.1 16 12 o063 [JEE o Bl 17 o0se o097 13 1.8 - Lenconostocaceae
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 11 X o7s 2 11 075 14 -Marinifilaceae
045 -15 -15 -5 -15 08 032 -0.32 1.1 16 0 032 0 0 082 011 -2 -039 | =21 -Micrococcaceae
02 -13 -065 -18 043 14 023 04 093 X 0.27 24 11 027 039 -12 -Moraxellaceae
0 0 0 0 15 -082 055 08 -0.039 089 062 -05 09 -071 -Peplosireptococcaceae
0 0 18 0 0 029 | 18 046 054  -18 -061 -Planococcaceae
0 0 0 0 0 026 -0.58 -058 -0.58 -16 -0.18 -1.2 -Pseudomonadaceae
1.7 039 0985 -1.2 -051 1.2 -0076 -0.37 072 1.2 1.7 - Ruminococcaceae
037 049 067 038 057 0985 -5 0079 -1.1 -048 -Staphylococcaceae
o7 BN 4 1.8 066 041 -028 0022 -0.47 -Sirepfococcaceae
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17. abra: A nutraceutikumok hatasa a bél-mikrobiota Osszetételére. Vizsgalatainkhoz a 31
leggyakrabban el6forduld csaladot vettiik figyelembe. Az annotalt hétérkép a nutraceutikumokhoz
kapcsolodo kozosségi strukturdk hasonlosagait és kiilonbségeit mutatja be csalad taxondmiai szinten.
Eredményeink a nutraceutikumok (PK, KAR, SZIM, FOS, ANT) és a negativ kontroll csoport (NK)
kozotti relativ frekvencidk logaritmus 2 hanyados (log2 (PK, KAR, FOS, SZIM, ANT/NK)) értékeit
tartalmazzdk. Az egyes modszerek okozta kiilonbségek mértékét a kompozit hétérképen gradiens
szinekkel szemléltetjiik. A piros szin a nutraceutikumok okozta dominanciat (log2
(nutraceutikumok/NK) >0), mig a kék szin a NK csoport okozta dominanciat jeloli (log2
(nutraceutikumok/NK) <0). NK: negativ kontrol (alapdiéta), PK: pozitiv kontrol (B-glikan), KAR:
karotinoid, FOS: fructooligoszacharid, SZIM: szimbiotikum és ANT: antocianin.
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6.2.6 A nutraceutikumok hatasa az SCFA termeld baktériumok mennyiségére

A jotékony GIT-mikrobidta altal termelt metabolitok koziil az SCFA-k fontos szerepet
jatszanak a bél egészségének fenntartasaban a betegségek megeldzésében és gydgyulasaban.
Eppen ezért, munkank soran vizsgaltuk a kiilonbozé természetes bioaktiv komponensekben
gazdag hatéanyagok hatasat az SCFA termel6 baktériumok mennyiségi Osszetételére az allatok
koranak figyelembevételével (18. abra). Ebben a kisérletben az SCFA termeléshez kapcsolodo

egyes nemzetségek aranyaiban szignifikans valtozasokat tapasztaltunk.

A Faecalibacterium nemzetség mennyiségének jelentds csokkenését (P <0,05) figyeltiik meg
a 31 napos allatokban a fructooligoszacharid kezelés hatasara negativ kontroll csoporthoz
képest (FOS, 0,9% +0,3%, NK: 9,3%+1,8%). Tovabba, az antocianin kezelt csoport
egyedeiben mennyisége szignifikansan emelkedett az allatok fejlédési stadiumanak a végén (40

nap) a negativ kontroll csoporthoz képest (ANT: 5,2% +1,4%, NK: 1,6% +0,6%).

A Lactobacillus relativ gyakorisagaban bekovetkezett valtozasok (38,8% +24,1%) inkabb az
¢letkorral, semmint a nutraceutikum kezelés hatasaval voltak kapcsolatosak. Az allatok 7 napos
koraban a Lactobacillus nemzetség szignifikansan magasabb szintet mutatott az
alaptakarmanyon etetett (NK: 72,2% + 15,9%) mint, a karotinoid (KAR: 31,1% +-19,4%)
fructooligoszacharid (FOS: 24,3% + 18,1%) és antocianin (ANT: 14,7% + 9,0%) tartalmua

takarmannyal etetett madarakban.

A Subdoligranulum nemzetség szamottevé emelkedését figyeltikk meg a karotinoid kezelést
kapott (KAR: 5,8% =+ 7,1%) 7 napos allatokban a negativ kontroll csoporttal (NK: 0,2% + 0,3%)
Osszehasonlitva. A broiler csirkék 40 napos koraban tovéabbi szignifikdns ndvekedést
tapasztaltunk a Subdoligranulum relativ gyakorisagaban az antocianin kezelés kovetkeztében
(ANT: 2,8% + 1,6%, NK: 0,8% £ 0,9%).

A madarak novekedési stadiumanak a kezdetén Streptococcus, Blautia és Ruminococcus
nemzetségek kis relativ gyakorisaggal (<0,25%) voltak kimutathatok a mikrobidlis
okoszisztémaban, szintjiik az allatok fejlédésével fokozatosan emelkedett. Az allatok fejlodési
stadiumanak a végén (40 nap) az antocianin kezelés szignifikansan novelte a Blautia (ANT:
1,3% £ 0,4%, NK: 0,1% +0,2%) és a Ruminococcus (ANT: 0.1% £ 0.05%, NK: 0% =+ 0%)

baktériumok relativ mennyiségeit.

A szimbiotikumok jotékony hatast gyakoroltak a Bacteroides populacié mennyiségére. E
nemzetség relativ ardnyanak jelentds novekedése volt megfigyelhetd az allatok 19 (SZIM:

2,2% +2,3%, NK: 0,1% + 0,3%) és 41 napos (SZIM: 0,09% + 0,08%, NK: 0%) koraban.
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18. abra: Nutraceutikumok hatisa a SCFA termelé baktériumok relativ mennyiségére. A
Faecalibacterium, Lactobacillus, Subdoligranulum, Butyricicoccus, Streptococcus, Bacteroides,
Blautia és Ruminococcus SCFA termeld baktériumok relativ mennyiségeiben bekévetkezé valtozasokat
vizsgaltuk. A csillagok statisztikai szignifikanciat jeldlnek: * P <0,05; **P <0,01. NK: negativ kontrol
(alapdiéta), PK: pozitiv kontrol (B-glikan), KAR: karotinoid, FOS: fructooligoszacharid, SZIM:
szimbiotikum és ANT: antocianin.

6.2.7 A nutraceutikumok altal eléidézett kiilonbségek a lipid anyagcserében részt vevé
baktériumok mennyiségében

Kutatasunk targyat képezte a nutraceutikumok hatdsanak vizsgélata a lipid anyagcserében
fontos szerepet betoltd bakteridlis taxdk mennyiségi Osszetételére. Eredményeinket a 19. abra
szemlélteti. A Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides és
Peptostreptococcus baktériumok komplex kapcsolatai altal szabadlyozzak a primer epeso
szintézist és a gazdaszervezet masodlagos epesav anyagcseréjében is szerepet jatszanak. Az
elsddleges és masodlagos epesav anyagcserével Osszefliggd nutraceutikum kezelés eredetii
kozosségi eltolodasok vizsgalatara taxonomiai hofakat készitettiink. A Bacterodia (osztaly)
mennyiségét jelentdsen csokkentette az antocianin (ANT) kezelés, mig a karotinoid (KAR),
fructooligoszacharid (FOS) ¢€s szimbiotikum (SZIM) kisérleti csoportokban szignifikansan
emelkedett mennyiségét mutattuk ki negativ kontroll (NK) és pozitiv kontroll csoportokhoz
képest (PK). Kimutattuk, hogy a Lactobacilaceae (csalad) relativ mennyisége csokkent az
antocianin kisérleti csoport esetében a negativ kontroll csoporthoz (NK) képest. Az
Enterococcaceae emelkedett relativ mennyiségét figyeltilk meg a nutraceutikumok hatésara.
Tovabba, a fructooligoszacharidok (FOS), szimbiotikumok (SZIM) és antocianinok (ANT)
jelentdsen csokkentették Clostridium relativ mennyiségét a negativ kontroll csoporthoz (NK)

képest.
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19. abra: A nutraceutikumoknak a lipid anyagcserében részt vevé bélbaktériumokra gyakorolt
hatasa. A , Metacoder” differencialhéfa a mikrobiom Osszetételének eltéréseit szemlélteti a kisérleti
csoportok kozott. A bal oldali taxondémiai nevekkel ellatott fa tartalmazza az Gsszehasonlitas soran
vizsgalt baktériumokat. Az elagazdsok nagysdga a baktériumok relativ frekvencia mennyiségeivel
korreldl. A nutraceutikumok altal kifejtett hatdsok meghatarozasara az egyes kisérleti csoportok (KAR,
FOS, SZIM, ANT) és a két kontroll csoport (NK, PK) log2 kiilonbségek mértékét alkalmaztuk. A zold
szin az NK, illetve a PK a barna pedig a természetes hatdéanyagokkal (KAR, FOS, SZIM, ANT) kezelt
csoportok esetében emelkedett bakteridlis taxakat reprezentdlja. NK: negativ kontrol (alapdiéta), PK:
pozitiv kontrol (B-gliikan), KAR: karotinoid, FOS: fructooligoszacharid, SZIM: szimbiotikum és ANT:
anthocianin.

6.2.8 A nutraceutikumok hatdsa a szénhidrdt-anyagcserében részt vevé mikroorganizmusok
mennyiségére

Vizsgaltuk a kiilonbozo kisérleti bedllitdsok (nutraceutikumok, életkor) hatdsait a mikrobialis
konzorciumok, kiilonds tekintettel a szénhidrat-anyagcserében részt vevd baktériumok
Osszetételére. Eredményeinket a 20. abra mutatja be. A broiler csirkék bél-mikrobidtajaban
Osszesen 7 torzset azonositottunk. Ezek koziil a Firmicutes (89,5% + 7,8%), a Proteobacteria
(7,3% £ 7,0%) és a Bacteroidetes (1,3% +2,7%) voltak a legdominansabbak, ezeket kovették

az Actinobacteria, Tenericutes és Verrucomicrobia baktériumok (20/a abra).

Kiszamoltuk a Firmicutes, Bacteroidetes (F/B) baktérium torzsek Log2 aranyait a kiillonb6z6
kisérleti csoportok kozott (NK, PK, KAR, FOS, SZIM, ANT) az allatok ¢letkoranak (7, 19, 31
és 40. nap) figyelembevételével (20/a abra). A F/B aranyban mutatkozé kiilonbségek az
allomanyok (poli)szacharid felhasznalasanak valtozasait tiikrozik. A csirkék életkoranak
szignifikans (P<0,05) hatasa volt a log2 F/B aranyokra. A legmagasabb értékeket az allatok 7
napos koraban kaptuk (10,59), majd a log2 F/B aranyok jelentds csokkenését tapasztaltuk az
allatok novekedése sordn [(19. nap:9,02), (31. nap:5,25), (40. nap:5,05)].
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A kiilonbozd kisérleti csoportok esetében a legmagasabb log2 F/B arany a pozitiv kontroll
csoportban (PK: 7,14), mig a legalacsonyabb érték az antocianin (ANT: 4,89) kezelt mintakban
volt kimutathato. Tovabba, az antocianin kezelés ndvelte, mig a karotinoid csokkentette a
Proteobaktériumok mennyiségét. Az Epsilonbacteraeota, Tenericutes és Verrucomicrobia
baktérium torzsek szintén kimutathatok voltak, de nagyon alacsony relativ gyakorisaggal (<1%)

fordultak el6 az éallatok bél-mikrobiotajaban.

Kutatdsunk soran célul tiztiik ki a nutraceutikumok hatdsainak a vizsgalatdit a mikrobiom
Osszetételére faji szinten (20/b 4bra). Osszesen 22 fajban bekdvetkezé Osszetételbeli
valtozasokat kovettiik nyomon. Munkénk soran kiilonds figyelmet forditottuk a lipid ¢és
szénhidrat anyagcserében, valamint a kiilonbozd fertdzéses megbetegedések kialakulasaért
felelds relevans fajok relativ mennyiségeiben bekdvetkezd valtozasok vizsgalatara. Az altalunk
alkalmazott kisérleti rendszerben az alacsony relativ gyakorisdggal eldforduld fajokat is

elemeztiik.

A jotékony probiotikus hatasa Lactobacillus aviarius ¢és a Lactobacillus salivarius
baktériumok minden kisérleti csoport esetében kimutathatok voltak, ezen baktériumoknak
fontos szerepilkk van a lipid homeosztazisban és a kiilonb6zé pathogén baktériumok
kolonizacidjanak kivédésében. A L. salivarius minden kisérleti csoportban magas relativ
gyakorisaggal volt kimutathato, valamint emelkedett mennyiségét figyeltiik meg a B-gliikan
(PK: 15,2% £ 17,8%) kezelt allatokban a negativ kontroll csoporthoz (NK: 7,5% +9,2%)
képest. A L. aviarius jelentés novekedését tapasztaltuk a szimbiotikum (SZIM:
14,6% £14,7%) és az antocianin (ANT: 6,8% +9,2%) kisérleti csoport egyedeinek bél-
mikrobiotajaban. A Lactobacillus alvi szamottevo emelkedését figyeltilk meg az antocianinnal
kezelt allatok bél-mikrobiotajaban (ANT: 1,1 % +0,2%) a negativ kontroll egyedeihez képest

(NK: 0,01% %0,04%).

A bakterialis hasmenéses gasztroenteritiszt okozo Campylobacter jejuni kis relativ eléfordulasi
gyakorisaggal (<1%) volt kimutathat6 az allatok mikrobialis konzorciumaban. Az antocianin
kezelt csoport egyedeiben mutattuk ki a legnagyobb mennyiségben (ANT: 0,5% £1,6%, t6bbi
kezelési csoport 0,05% = 0,1%).

Minden kisérleti csoportunkban hasonlé alacsony relativ gyakorisaggal (0,1% = 0,4%)

mutattuk ki az anaerob Anaeromassilibacillus senegalensis baktériumot.
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A bél egészségének fenntartasaban fontos szerepet jatszo Bacteroides gallinaceum csak a
karotinoiddal (KAR: 0,1% + 0,3%) és az antocianinnal (ANT: 0,1% =+ 0,2%) etetett csirkékben
volt nyomon kovethetd. A butiratot termelé Butyricicoccus desmolans az osszes kisérleti
csoportban alacsony relativ gyakorisaggal volt kimutathat6 (kiilonbségek nélkiil). Az ijonnan
leirt anaerob, nem sporaképz0, zsirsav anyagcserében fontos szerepet jatszo Traorella
massiliensis nagyobb mennyiségben volt kimutathatd az antocianninal (ANT: 0,4% + 0,9%)
kezelt madarak bél-mikrobiotdjadban, mint a tobbi kezelési csoport (0,03% 14 0) esetében.
Ezenkiviil a SCFA termel6 Pseudomonas fragi az antocianin (ANT: 0,3% +0,5%) kezelt

allatokban volt csak megfigyelheto.
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20. abra: Az allatok életkoranak és a nuraceutikumok hatasanak vizsgalata a mikrobialis
okoszisztéma Osszetételére. Vizsgaltuk a kiilonb6z6 kisérleti paraméterek (kor, nutraceutikumok)
hatasat a mikrobiom Osszetételére térzs taxonomiai szinten. (a) Vizsgaltuk a Firmicutes/Bacteroidetes
baktériumok log2 aranyainak (relativ frekvencia adatok alapjan) eltolodasat a kisérleti beallitasok
kozott. (b) Kutatasunk targyat képezte a mikrobialis 6koszisztéma relevans fajainak vizsgalata. 22 faj
mennyiségi valtozasait kovettiilk nyomon, a buborék mérete a relativ frekvencia mennyiséggel korrelal.
NK: negativ kontrol (alapdiéta), PK: pozitiv kontrol (B-glikan), KAR: Karotinoid, FOS:
fructooligoszacharid, SZIM: szimbiotikum és ANT: antocianin.
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6.2.9 Diéta specifikus mikrobidlis interakciok

Vizsgaltuk, hogy melyek, azok a baktériumok, amelyek a kiilonb6z0 kisérleti beallitas hatasara
egyiitt valtoznak korrelalnak egymassal (21. és 22. abra). Spearman korrelacidt szamoltunk a
csaladok relativ frekvenciaja kozott a kiillonbozo kisérleti beallitasok figyelembevételével.
Kiilonb6z6 mennyiségi mintazattokat azonositottunk a 15 leggyakrabban eléfordulod csalad
esetében a nutraceutikum kezelt csoportokban (KAR, FOS, SZIM, ANT) az allatok kiilonb6z6
fejlédési stadiumaban (7, 19, 31 és 40 napos) (21. abra). Altalanossagban elmondhatd, hogy a
karotinoid, szimbiotikum kezelt és a fruktooligoszacharid, antocianin kezelt csoportok kozott

hasonld korrel4cios mintazatok mutatkoztak.

Osszefliggéseket kerestink a csaladok kozott az allatok  kiilonbdzd — életkordnak
figyelembevételével. Ennek eredményeként, 13 statisztikailag szignifikéns pozitiv (7. nap: 5;
31. nap: 2; 40. nap: 6) és 15 negativ (7. nap: 4, 19. nap: 2, 31. nap: 1, 40. nap: 8) asszociaciot

talaltunk a kisérlet soran (22/a abra).

A nutraceutikumok hatasat is vizsgaltuk a csaladok kozotti sszefiigésekre (22/b abra). Az
antocianinnal (ANT) kezelt mintak mutattak messze a legtobb egyedi csaladi egyezést (8
pozitiv és 6 negativ korrelacio). A Desulfovibrionaceae nagyon erés negativ korrelaciot
mutatott a Lactobacillaceae (r-érték: -0,97), a Streptococcaceae (r-érték: -0,97) és a
Peptostreptococcaceael (r-érték: -0,97) baktériumokkal az ANT kezelt mintakban. Ezzel
parhuzamosan a Desulfovibrionaceae csalad nagyon erds korrelaciot mutatott a Bacteroidaceae
(r: 0,97), a Barnesiellaceae (r: 0,97), a Clostridiaceae (r-érték: 0,97), az Erysipelotrichaceae

(r-érték: 0,97) és a Ruminococcaceae (r: 0,97) baktériumokkal.

A szimbiotikumok hatasara erds negativ Osszefiiggést talaltunk a Sphingomonadaceae ¢és a

Streptococcaceae kozott (r: -1).

A fructooligoszacharid (FOS) kiegészitett takarmany hatdsara nagyon erls negativ
kapcsolatot fedeztiink fel a Moraxellaceae és a Beijerinckiaceae kozott (r: -0,97).

Tovabba, a FOS etetett allatokban nagyon erds pozitiv Osszefiiggést mutattunk ki a
Rikenellaceae és a Clostridiales (r: 0,97), a Rikenellaceae és a Burkholderiaceae (r: 0,97),
valamint a Acidaminococcaceae (r érték: 0,97) a Streptococcaceae és a Barnesiellaceae (r:
0,97), a Aerococcaceae és a Peptostreptococcaceae (r: 1), valamint a Chitinophagaceae ¢és a

Bacillaceae (r: 0,97) baktériumok kozott.

87



A karotinoid kezelt csoportra jellemzé ujjlenyomat nagyon erds pozitiv korrelaciot mutatott
a Xanthobacteraceae és Chitinophagaceae (r: 0,91), Xanthobacteraceae és Bifidobacteriaceae
(r: 1), valamint Beijerinckiaceae és Streptococcaceae kozott (r: 0,97). Ezenkiviil, a
Bifidobacteriaceae csalad erés pozitiv kapcsolatot mutatott a Chitinophagaceae-vel KAR
kezelt madarakban (r: 0,91).

21. abra Az allatok életkoranak és a kiillonb6z6 nutraceutikumok alkalmazasanak jelentés hatasa
volt a tapcsatorna mikrobiom alkotok kozotti osszefiigések kialakulasara. Spearman korrelaciot
végeztiink a GIT-mikrobiodta tagjai kozotti kapcesolatok feltardsara a kiilonboz6 nutraceutikumok és az
allatok életkoranak figyelembevételével. A szinintenzitasok a korrelacios egyiitthatok értékeit jelzik,
vagyis a csaladok kozotti asszociaciok erdsségét. Az értékek —1 és +1 kozott valtoznak, jelezve a pozitiv
(r>0) és negativ (r<0) korrelaciok er0sségét. (a) Csaladok kozotti asszociaciok vizsgalata a
nutraceutikumok és az életkor figyelembevételével. KAR: karotinoid, FOS: fructooligoszacharid,
SZIM: szimbiotikum és ANT: antocianin.
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22. dbra A tapcsatorna mikrobiom alkoték kozotti dsszefiiggések vizsgalata. Spearman korrelaciot
szamoltunk az értékek —1 és +1 kozott valtoznak, pozitiv (r>0) és negativ (r <0). (a) Csaladok kozotti
asszociaciok a nutraceutikumok és életkor esetében. (b) Egyedi, nutraceutikum specifikus egyezések
amelyek er6s korrelaciot mutatnak a csaladok kozott. KAR: karotinoid, FOS: fructooligoszacharid,
SZIM: szimbiotikum és ANT: antocianin.
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7. Megbeszélés

Az elmult néhany évben a mikrobiom kutatdsok dramai mddon atalakitottak az emberi, allati
és novényi biologiaval kapcsolatos eddigi ismereteinket (2). A gazda asszocialt mikrobialis
kozoségek szerepet jatszanak kiilonféle gazdaszervezetek miikodésének szinte minden
teriiletén. Kovetkezésképpen oridsi elvarasokat tamasztottak az uj klinikai, mezdgazdasagi,

allattenyésztési és biotechnologiai alkalmazasok kifejlesztésével szemben (7).

A mikrobiom kutatds fontossaga az eddigi ismereteink alapjan megkérddjelezhetetlen, a
kiilonboz6 molekularis biologiai technikak fejlodése és alkalmazasa varhatdéan egyre kozelebb
visz minket a funkcidjanak és miikodésének megértéséhez. Jelenleg a tudomanyos érdeklddés
kozéppontjaban olyan terdpias stratégiak kidolgozasa all amelyek az allati és emberi bél-
mikrobiomot alkoté egyes mikrobakat célozzak meg, ami altal az egyenstlyi mikrobiom
helyreallithato, illetve fentarthat6 (82, 180-182). A jovében a mikrobiom kutatasok izgalmas
perspektivakat kindlnak mind az allattenyésztési alkalmazdsok mind a kiilonb6z6é human
patolégias folyamatok (példaul cukorbetegség, magasvérnyomas, gyulladasos bélbetegség)

kezelésének kifejlesztésében.

7.1 A 16 S rRNS gén alapu amplikon szekvenalas eredményét torzito

technikai tényezok vizsgalatanak attekintése

NGS hasznalataval lehetdségiink nyilik arra, hogy informaciot kapjunk a klasszikus
mikrobiologiai tenyésztéses modszerrel nem vizsgalhatd mikroorganizmusokrdl és azok
tulajdonsagairdl (5). Azonban a kisérletiink végeredményét szamos egymast kovetd modszer
Osszessége hatdrozza meg, a mintazatot alapvetden befolyasolja a DNS izolaldsanak modja, a
sejtfeltaras hatékonysaga, az izolatumok tisztasaga és mennyisége (183). Kiilonosen fontos ezt
figyelembe venni olyan vizsgalatok soran, ahol kiilonb6z6 faktorok (taplalkozas, kor, stressz)

hatasat vizsgaljuk a mikrobiom Osszetételére (49).

A széklet mikrobidlis 6sszetételének meghatarozasa esetében alapvetd fontossagt a kiillonb6zo
DNS izolalalo protokollok optimalizalasa az eltérd sejtfalosszetétellel, membranszerkezettel és
kiilonb6z6 mennyiségben 1évé mikrobdk teljes vagy a valodi Osszetételhez nagyon hasonld
kinyeréséhez. A mikrobialis sejtek DNS kinyerésének folyamata a minta homogenizalasat, a

sejtlizist és magat a DNS extrakciot foglalja magéaba (73).
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Mindezek figyelembevételével a jelen dolgozat alapjaul szolgalé kisérletek els6 felében a
kiilonboz6 metagenomikai DNS izolalo protokollok paramétereit értékeltiikk és
hasonlitottuk o6ssze néhiany modszertani szempontra osszpontositva, beleértve a
mintahomogenizalast, sejtlizist és a DNS izolalast. Meghataroztuk ezen mddszerek
hatasait a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas eredményére (szekvenalasi és diverzitasi
mutatok, mikrobiom osszetétele). Kutatasunk soran osszehasonlitottuk a GreenGenes és
a Silva taxondmiai adatbazisok hatasait a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas

felbontoképeségére.

A szakirodalom a mai napig Gjabb és ujabb DNS izolalasi modszereket ismertet, amelyek eltérd
tisztasagu és mennyiségii DNS kinyerését teszik lehetdvé (67). A mikrobialis kdzosségek
felmérésének kiillonb6zé DNS izolald modszerei eltérd eredményeket hozhatnak létre, ami
megneheziti a hasznos kovetkeztetések levondsat a kiilonbozd tanulmanyok kozott. A DNS
extrakcios modszerek helyes kivalasztasa soran tobb szempontot is figyelembe kell venni, mint
példdul a DNS hozamot, tisztasdgot, toredezettséget, a PCR inhibitorok jelenlétét, a
reprodukélhatdsagot és hogy mennyire reprezentativan képes kinyerni a mikrobak DNS-ét az

adott mintabol (6).

Kutatasunk targyat képezte a kiilonbozd technikai torzitd tényezok hatdsainak vizsgalata az
hatékonysagara. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a mintahomogenizalo stratégia
megvalasztasanak jelentds hatasa van az izolatumok DNS koncentracidjara és mindségi
paramétereire. A Direkt lizis (DL) 1,5 X nagyobb DNS kihozatalt eredményezett, mint az
indirekt mintahomogenizalo stratégia (BS) alkalmazisa. Azonban fontos megjegyezni,
hogy a DL mintahomogenizalas esetében alacsony tisztasagiu DNS izolatumokat kaptunk.
A széklet Osszetett biologiai minta. A szdmtalan mikroorganizmus €s makroorganizmus mellett
glikanokat, epesokat és kiilonbozd komplex poliszacharidokat is tartalmaz. Mindezek a
vegyiiletek kotddhetnek nukleinsavakhoz a DNS-kivonési folyamat soran, és csokkentik az
extrahalt DNS hozamat ¢€s tisztasagat. A fehérjékkel, poliszacharidokkal, sokkal vagy fémekkel
szennyezett DNS akadalyozhatja a késébbi elemzéseket, példaul a polimeradz lancreakcié (PCR)
vizsgalati szempont a kiilonb6zé DNS izolaléasi technikédk hatékonysaganak dsszehasonlitasa

soran.
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A Qiagen kitek alkalmazasa esetében alacsony DNS koncentraciokat figyeltiink meg,
ellenben a DNS minésége ezzel a modszerrel bizonyult a legjobbnak. A MagNa Pure 24
izolalé robot alkalmazisa soran magas DNS koncentraciot és mindségi paramétereket
tapasztaltunk. Korabbi tanulmanyok eredményeivel osszhangban, a konvencionalis
fenol-kloroform-izoamilakohol izolalasi modszer eredményezte a legnagyobb DNS
koncentraciot (P<0,0001) (6). Fontos megjegyezniink azonban, hogy a konvencionalis
DNS izolalasi technika alkalmazasa esetében alacsony DNS minodségi paramétereket
kaptunk a tobbi modszerrel 6sszehasonlitva. Eredményeink alapjan érdemes kiemelni,
hogy a DNS mindségi paramétereire az elozetes minta homogenizalisnak van a

legjelentésebb hatasa, kiillondsen a konvencionalis DNS izolalas esetében.

A bélsar mintadkbol kinyert DNS mindségét és mennyiségét a sejtlizis hatékonysaga mellett a
mintaban taldlhaté PCR inhibitorok koextrakcidja, valamint a lizis hatasara fellépé DNS
toredezettsége is alapvetéen befolyasolja. Az eltér6 moddszerek, minta homogenizalas,
sejtfeltaras és DNS izolalas eltérd mennyiségii PCR inhibitor komponenst eredményeznek a
mintakban (76). A PCR inhibitorok a konyvtarkészités soran alkalmazott PCR reakciokat
gatolhatjak ezaltal hatasuk van a mikrobialis 0sszetétel meghatarozasara (184). Kutatasunk
soran a DNS mennyiségének ellentétes hatasait figyeltik meg a PCR amplifikacio
sikerességi aranyara. A konyvtarkészités soran alkalmazott amplikon PCR az osszes
minta 16.6%-ban volt sikertelen, amelyek 87,5%-a konvencionalis izolalas soran nyert
mintakbdl szarmaztathato. Ennek oka részben a PCR-inhibitorok €és nukleazok magasabb
koncentracioja lehet a konvenciondlis izolalassal kinyert mintdkban, mint a tobbi modszer
esetében. Fontosnak tartjuk megjegyezni, hogy a sikertelen PCR a konvencionalis izolalas
esetében a DL minta homogenizacidval tarsitott mintakban volt jelentdsen megfigyelhet6
(70 9%). Hatékony megoldas lehet ezen mintak magneses gyongy alapt Gjra tisztitasa, azonban

ebben az esetben szamolnunk kell a DNS veszteséggel is.

A metagenomikai vizsgalatoknal az egyik legnagyobb technikai kihivast a kivalé6 mindségt,
nagy molekulastulyt (HMW, high molecular weight) bakteridlis genomi DNS hatékony
kivonasa jelenti, f6leg olyan mikrobidlis fajokat hordozo éllati, human vagy kdrnyezeti eredetii
mintabol, ahol csak korlatozott mennyiség all rendelkezésiinkre (71). Kutatasunk soran nem
figyeltink meg jelentds kiilonbségeket a DNS toredezettségében a Kkiilonb6zo DNS

izolacios modszerek osszehasonlitasa soran.
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A prokariota sejtek DNS kinyerését nagymértékben befolyasolja a sejtfeltaras hatékonysaga. A
sz€klet mintdban Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok egyarant megtalalhatdoak. A
Gram-pozitiv baktériumokbol vastag peptidoglikan sejtfala miatt rosszabb hatékonysaggal
nyerhet6 ki a DNS (64). Ennek eredményeként egy gyengébb lizis alkalmazasa soran, ezek a
fajok az eredeti Osszetételhez képest alulreprezentalva jellenek meg (73). A szakirodalom a
mechanikai lizist javasolja a Gram-pozitiv baktériumok feltdrasara. A mechanikai lizis nagyobb
mennyiségli DNS kinyerését teszi lehetéveé. Azonban egyes kutatasok alapjan ez a technika az
izolalt DNS toredezettségét noveli, ami a késdbbi PCR reakciok soran kimérak képzodéséhez
vezet (73). Ezen megfigyelések ellentétben allnak sajat eredményeinkkel, miszerint a
mechanikai lizis alkalmazisa nem eredményezett szamottevdo DNS toredezettséget.
Megallapitottuk tovabba, hogy a kiilonb6zo sejtfeltaro technikak kozott nincs szignifikans
kiilonbség a DNS koncentracidja és tisztasaga tekintetében. Azonban fontos megjegyezni,
hogy a mechanikai és kémiai lizisek kombinacidja eredményezte a legnagyobb DNS
koncentraciot. A nagyobb DNS koncentracio pedig magasabb alfa diverzitasi értékekkel
tarsult 6sszehasonlitva a tobbi sejtfeltaré technikaval. Ezen megfigyelésiink ellentétben all
azon kutatasok eredményeivel, ahol a magasabb DNS koncentracio6 ellentétes hatasat irtak le az
alfa diverzitasi mutatok értékeire (6). Feltételezziik, hogy azokban az esetekben a magasabb
DNS koncentraci6 magasabb PCR inhibitor jelenlétét eredményezte az izolatumokban, ami
gatolta a 16 S rRNS gén alapti amplikon konyvtarkészités hatékonysagat és ezaltal torzitd

hatasa volt a szekvendlds eredményére.

Munkénk soran értékeltiik az InhibitEx tabletta hatékonysagat, ami a mintaban talalhat6 PCR
inhibitor komponenseket hivatott eltavolitani a DNS izolélas soran. Eredményeink alapjan a
sejtfeltaras soran alkalmazott InhibitEx tabletta alkalmazasa kedvezéen befolyasolta a
DNS tisztasagot, amelyek 0sszességében pozitiv hatast gyakorolt a PCR reakciok sikeres
végbemenetelére. Azonban ezzel a modszerrel alacsony mennyiségii DNS-t nyertiink Kki.
Tovabba az inhibitEx tabletta alkalmazasa soran alacsonyabb Shannon diverzitasi
értékeket figyeltiink meg a tobbi moédszerhez képest. Feltételezziik, hogy a tablettdhoz a
nukleinsavak abszorbealodtak ezaltal csokkent a DNS kinyerésének hatékonysaga. A sejtekbol
nem felszabadul6 DNS pedig nem jarul hozzd a diverzitds végsd elemzéséhez, ami nagy

valészinliséggel torzitja a mikrobidlis diverzitas Osszetételének meghatarozasat.

Az izolaciés technikak Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok eloszlasara kifejtett
hatasanak vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a DL minta homogenizalis a Gram-

pozitiv baktériumtorzsek feliillreprezentaciojat eredményezte a BS-hez képest (P<0,001).
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Ezek a kiilonbségek valésziniileg osszefiiggésben allnak azzal, hogy a Gram-pozitiv
baktériumok (példaul, Enterococcus, Staphylococcus) kiilonbo6zé felszini struktirakhoz
erésen kotédnek, amely baktériumok bakterialis sejtszuszpenzié készitése soran a mosasi
Iépésben elveszhetnek. Bizonyos megfigyelések szerint a Gram-pozitiv baktériumok alacsony
relativ eléfordulasi gyakorisaga a bakterialis diverzitas jelentds csokkenését eredményezi (185
187). Ezen megfigyelések ellentétben allnak eredményeinkkel, miszerint a BS magasabb
diverzitasi mutatékat eredményezett, mint a DL mintahomogeniziacié alkalmazasa.
Fontos megjegyezni tovabba, hogy a BS mechanikai lizis esetében kiegyensilyozott Gram-

pozitiv (52%) és Gram-negativ (48%) aranyokat eredményezett.

Ugy gondoljuk, hogy a bakterialis sejtek feltarasara a legjobb megkozelités az olyan médszerek
alkalmazasa, amelyek a lehetd legmagasabb DNS hozamot és mindséget eredményezik anélkiil,
hogy a moddszer bizonyos bakterialis taxak javara tolodna el. A BS homogenizalas
standardizalhat6 eljards, a sejtek szama konnyen megbecsiilhetd, igy az eredmények
konnyebben 0Osszehasonlithatok, ezaltal eldsegitik a tobb paraméteres konzorcium

vizsgalatokat.

A DNS hozamot gyakran hasznaljak kritériumként a mikrobialis kozdsségekbdl torténd genomi
DNS izolalasara az egyes DNS izolalé modszerek hatékonysaganak értékelésére (69, 78, 188).
altalaban nem tekintik a DNS kivonasi moddszerek értékelési kritériumanak (6). A DNS
hatékony kinyerése lényeges 1€pés a mikrobialis diverzitas jellemzésére szolgalé valamennyi
tenyésztéstol fiiggetlen megkozelitésben (6). Annak megallapitasara, hogy a magasabb DNS-
metagenomikai DNS izolalé protokollok hatékonysaganak vizsgalata az alfa diverzitési
mutatok tekintetében (6). Vizsgalataink targyat képezte a kiilonb6z6 technikai torzito tényezok
hatasainak vizsgalata az alfa diverzitasi és szekvenaldsi mutatok értékeire. A kapott
eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a minta homogenizalo stratégiak koziil a
bakterialis sejtszuszpenzio készitésével érheté el a legnagyobb faj gazdagsag és a
szekvenalasi mutatok tekintetében is jol teljesitett. A BS mintikon kémiai vagy vegyes
lizist kovetéen végzett konvencionalis DNS izolalas eredményezte a legnagyobb alfa
diverzitasi értékeket az alkalmazott DNS extrakciés modszerek koziill. Ez azzal
magyarazhato, hogy a vegyes lizissel a vastag peptidoglikan sejtfallal rendelkezé Gram-pozitiv

baktériumok is feltarhatok.

94



Ugy gondoljuk, hogy a vegyes lizis alkalmazisa lehet6vé teszi a székletben talalhatd
poliszacharidok lebontasat, ami a DNS nagyon jo felszabadulasat eredményezi. Tovabba, a
konvencionalis izolalas sordn nagy mennyiségii DNS nyerhetd ki, amely reprezentativabban
tartalmazza az adott mikrobiomot alkotd egyes fajokat (72, 75). Az alacsony egyedszamban
eléforduld baktériumok nagyobb valdszinliséggel vonhatok ki a mikrobidlis mintakbdl ezzel az
izolacios technikéval. Eredményeink ellentétben allnak azon megtfigyelésekkel, ahol arrél
szamoltak be, hogy a konvencionalis izolalasnal tapasztaltalt magasabb DNS koncentracio
ellentétes hatast fejtett ki a diverzitasi mutatok értékeivel (6). Eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy az automatizalt DNS izolalé robot magas read szamot és diverzitasi
értékeket eredményezett homogenizalasi stratégiatol fiiggetleniil. A MagNa Pure 24
automatizalt DNS izolalé robot Pathogen 200 protokolljaval magasabb diverzitasi
értékeket kaptunk, mint a Pathogen 1000 protokoll alkalmazasa esetében. A kereskedelmi
forgalomban beszerezheté izolalo Kkitek a szekvenalasi mutatok tekintetében jol
teljesitettek, azonban a tobbi izolacios technikaval 6sszehasonlitva alacsonyabb
diverzitasi értékeket eredményeztek, amely megfigyelésiink osszefiiggésben all korabbi
tanulmanyok eredményeivel (70). Osszességben elmondhaté, hogy a DNS izollé
modszerek hatékonysagat nagyban befolyasolja az el6zetes mintahomogenizalo stratégia.
Az indirekt mddszerrel (Bakterialis sejtszuszpenzio készitése) kapcsolt DNS izolalasok
magasabb diverzitasi és szekvenalasi mutatokat eredményeztek a direkt lizishez képest.
Az izolalasok koziil a konvencionalis izolalas bizonyult a legjobbnak, azonban fontos
megjegyezni, hogy ez az izolalas csak BS mintahomogenizalas esetében alkalmas

diverzitasi mutatok vizsgalatara.

A béta diverzitds megmutatja a kiilonb6zé kornyezetbdl szarmazod mikrobidlis kozosségek
kozotti kiilonbséget (137). A csoportok minél homogénebbek (azaz nagyobb az elemeik
hasonlosaga), és minél nagyobb kozottik a kiilonbség, annal pontosabbnak mondhato a
klaszteranalizis maga. A csoportositas alapjat kiilonboz0 tavolsag- vagy hasonlosagmértékek
képezik. A f6 hangsily a kiilonb6z6 mintdk taxondmiai bdségprofiljainak kiilonbségén van.
Vizsgaltuk a kiilonb6z6 DNS izolalasi technikak hatasat a bakterialis béta diverzitasi mutatok
értekeire. Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy mind a homogenizacié mind a
sejtfeltaras (mechanikai, vegyes) és a DNS izolalas is jelentés kiilonbségeket

eredményezett a béta diverzitasi mutatok értékeiben.

Mivel a széklet mintak rendkiviil diverzek jelentdsen kiilonboznek egymastol ezért a kiilonb6zo

minta homogenizalasi technikak optimalizéldsa is alapvetd fontossagu.
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Az altalunk alkalmazott kisérleti rendszerben kétféle minta homogenizacios stratégia a
BS és a DL hatékonysagat hasonlitottuk ossze. Eredményeink egyértelmiien azt mutatjak,
hogy a mintahomogenizacidos stratégiak jelentos hatast gyakorolnak a kozosségi
taxonomia profilokra. Figyelemre mélté kiilonbségeket tapasztaltunk a Gram-pozitiv
Lactobacillaceae (DL: 52%, BS: 19%), Ruminococcaceae (BS: 20%, DL: 12%),
Enterobacteriaceae (BS: 5%, DL: 1,4%) és Gram-negativ Bacteroidacea (BS: 14%, DL:
6%), Prevotellaceae (BS: 2%, DL: <0,1%) baktériumok relativ frekvencia

mennyiségeiben a DL és BS minta homogenizacié 6sszehasonlitasa soran.

A kiilonbozé DNS izolaléasi technikdk eltéré mennyiségii és mindségli DNS izolatumokat
eredményezhetnek, valamint az izolalt DNS eltér6 mértékben reprodukalhatd a kiilonb6zo
modszerek altal és jelentds mennyiségli szennyezddés is része lehet a mintanak, amelyek
gatolhatjak a PCR reakciokat konyvtarkészités soran. Tovabba, a kett6s szalt DNS fizikailag
torékeny és emellett nagyon érzékeny a kiillonb6z6é exo- és endonukleazokra, amelyek aktiv
formai jelen vannak a kornyezetben, és széleskdrben megtaldlhatoak a vizsgélt mintdk
tobbségének matrixdban. Ezért fontos a DNS izolalasi protokollba beépiteni a nukledzok
inaktivalasat, denatural6 kelatképzo szerek alkalmazasaval (2). Ezenkiviil, a széklet kiilonféle
PCR inhibitorokat tartalmaz, amelyek koziil néhany jelentdsen gatolhatja a 16 S rRNS-
amplikonok eléallitdsdhoz hasznalt PCR reakciokat. Ezeknek a gatlo anyagoknak a természete
a székletmintakban valtozo, és a kitalapi DNS izolalasi modszerekkel mennyiségiik
csokkenthet6 (5). Jelenleg szamos kereskedelmi forgalomban beszerezheté DNS izolalo kit
kaphatd, ami nagy tisztasagu €s reprodukalhatdé DNS izoldtumot eredményez, viszont ezen
izolalo kitek kihozatala alacsony (67). A kisebb DNS mennyiség miatt az eredmények
torzulhatnak, ami a mikrobialis konzorciumban a kis egyedszdmban jelenlévd fajok
azonositasat neheziti meg (4). Ezt alatamasztja azon megfigyelésiink, hogy az izolaciés kitek
alkalmazasaval magas tisztasagu de alacsony DNS koncentracidju izolatumokat kaptunk.
Tovabba, ezen mintakban a tobbi izolalashoz képest alacsonyabb diverzitasi
paramétereket figyeltiink meg. Erdekes tovabba, hogy ezzel a technikaval az olvasatok
95,04%-at csalad, 94,74%-at pedig nemzetség szintjén sikeresen azonositottuk. Ugy
gondoljuk, hogy az olvasatok magas azonositasi aranyanak €s az alacsony diverzitasi mutatok
értékeinek hatterében az allhat, hogy ezen izolacids technikaval csak a dominansan eléforduld
taxdkat nyerjiik ki, viszont a k6zdsség szempontjabdl relevans, fontos szereppel bird alacsony

mennyiségben eléfordul6 fajok kisebb hatékonysaggal vagy egyaltalan nem mutathatok ki.
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Ezen feltételezésiinket alatamasztja azon megfigyelésiink, hogy a jotékony bélflora
egyensulyanak fenntartasaban fontos szerepet jatszo alacsony mennyiségben eléfordulo
Akkermansia és Faecalibacterium nem mutathatok ki ezen izolaciés technologia
alkalmazasaval. Eredményeink alapjan elmondhaté tovabba, hogy a kit alapu
modszerekkel érheté el a legkonzisztensebb eredmény. Ez akkor fontos, ha a vizsgalat célja
a kornyezet, kezelés vagy idoskalak kozotti kiillonbségek nyomon kdvetése. Azonban, ha a cél
az 0sszes ¢lolény teljes katalogizalasa, vagy az éldlények relativ mennyiségének biztos ismerete
a mintaban, eredményeink arra utalnak, hogy a kit alapi DNS izolalasi modszerek adjak a

legrosszabb eredményt a jelen dolgozatban tesztelt modszerek koziil.

Tudomasunk szerint ez volt az elsé eset, amikor a Roche MagNA Pure 24 DNS-tisztito
rendszert metagenomikai célokra alkalmaztak. Eredményeink alapjan 6sszességben
elmondhatd, hogy az automatikus DNS izolalé robot esetében a mikrobialis mintakbdl
nagy mennyiségi jo mindségii DNS nyerheté ki a minta homogenizacios stratégiatol
fiiggetleniil. A Pathogen 200 és Pathogen 1000 protokollok kozott nem figyeltiink meg
relevans kiilonbséget sem az izolatumok DNS koncentraciéjaban, minéségében sem a
mikrobialis mintak oOsszetételében. A Pathogen 200 protokoll magasabb diverzitasi
értékeket eredményezett, mint a Pathogen 1000 protokoll, azonban a kiilonbség nem volt
szignifikans. A mddszer alkalmazasanak eldnyét noveli, hogy standardizalhat6 és a manualis
izolalas sordn bevezetett torzitasok kikiiszobdlhetdk. Az izoldld robot széles korii hasznalatat

gatolja a magas anyagkoltsége.

Munkank soran osszehasonlitottuk a GreenGenes ¢és Silva taxonomiai adatbazisok
hatasat a felbontoképeségre. Megallapitottuk, hogy mindkét adatbazis az olvasatok tobb
mint 99 %-at azonositotta torzs, osztaly és rend taxonémiai szinteken. Csalad és
nemzetség szinten a Silva referencia adatbazis alkalmazasa az olvasatok nagyobb
szazalékat azonositotta, mint a GreenGenes (csalad S:97,95%, GG:90,28), (nemzetség
S:95,99%, GG:78,86). A faji szintii azonositas tekintetében pedig a GreenGenes jobban
tejesitett, az olvasatok 51,74%-at mig a Silva 12,88%-at tudta azonositani. Fontos
megjegyezni, hogy az alacsony faji szintli azonositas hatterében az éallhat, hogy a kiilonb6z6
bakterialis fajok kozott a 16 S rRNS gén V3-V4 variabilis régioi kozott nagyfoku a hasonldsag,

ami megneheziti a faji szintii azonositast.

Jelenleg szamos kutatds a koltséghatékony konvenciondlis fenol-kloroform DNS izolalo

modszert alkalmazza mikrobialis sejtek DNS tartalmanak kinyerésére (4, 58, 67, 75).
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A konvencionalis DNS izoldldssal nagy mennyiségii DNS nyerhet6 ki, amely reprezentativan
tartalmazza a mikrobiomot alkot6 alacsony mennyiségben €s dominansan eléfordul6 tagjait is.
Ezt alaitamasztja azon eredményiink, hogy ezzel az izoldlissal érheté el a legnagyobb
bakterialis diverzitasi érték. Tovabba, a béllora relevans kis mennyiségben jelen 1évé
baktériumai is kimutathatok, mint példaul a Phascolarctobacterium, Akkermansia,
Butyricimonas, Faecalibacterium. A médszer hatranya, hogy alacsony mindségi
paramétereket eredményezett, ami gatolja a késébbi PCR reakciok sikeres

végbemenetelét, kiilonosen a DL mintahomogenizacio esetében.

A technikai vizsgalatok eredményeként megfogalmazodott egy olyan DNS izolalési stratégia,
amellyel a nutraceutikumok broiler csirke bél-mikrobiom 0Osszetételére kifejtett hatdsat a
legoptimélisabban tudjuk vizsgéalni. A mddszerek kivalasztdsa soran alapvetd szempont volt,
hogy az adott modszer mennyire reprezentativan tartalmazza az adott mikrobiomot alkoto egyes
fajokat. Egy olyan eljaras optimalizalasa volt a cél, amely a bél-mikrobiomot alacsony
egyedszamban alkot6 baktériumait, mint példaul a Phascolarctobacterium, Akkermansia,
Butyricimonas, Faecalibacterium is detektalja a mikrobialis mintakbol. Ezen baktériumok a
bél-mikrobiomban szdmos jotékony a gazdaszervezet szempontjabol elényds folyamatokat
latnak el (példaul, SCFA és vitamin szintézis). A DNS izolalasi modszerek kivalasztasa soran
vizsgaltuk a koltséghatékonysagukat. Fontos értékelési szempont volt a kiilonb6zé6 DNS
izolalasi stratégiak esetében a mikrobialis diverzitas és szekvenalasi mutatok értékeiben
tapasztalt kiilonbségek 0Osszehasonlitdsa. Mindezen tényezOk figyelembevételével, a
homogenizalasi stratégiak koziil a bakterilis sejtszuszpenziot véalasztottuk ki, mivel nagyobb
diverzitast eredményezett, mint a DL és standardizalhato eljaras. A sejtfeltaro technikak koziil
a mechanikai lizist alkalmaztuk. Ezzel a technikdval nagy mennyiségii €s j6 mindségii DNS
nyerhetd ki és magas mikrobidlis diverzitasi értékeket eredményezett. Tovabba koltségeket

tekintve olcsobb, mint a kémiai és mechanikai lizisek kombinacioja.

Az izolacios technikak koziil a konvencionalis fenol-kloroform-izoamilalkohol izolalasra esett
a valasztasunk. A konvenciondlis izolalas koltséghatékony eljaras nagy mennyiségli DNS
eredményezett, ami magas bakterialis diverzitassal tarsult. Tovabba a bél-mikrobiomot
dominansan és kis mennyiségben alkotd baktériumai egyarant hatékonyan kimutathatok ezen

izolacids technika alkalmazasa esetén.
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Jelen kutatds eredményei réavilagitanak arra, hogy a széklet DNS kivonasi moddszerek
optimalizaldsa alapvetd fontossdgi a pontos mikrobidlis Osszetétel meghatarozasa soran.
Kutatdsunk jelent6ségét az adja, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti rendszer mas allatok
esetében is alkalmazhatdo és a human bél-mikrobiota Gsszetételét célzd vizsgalatokra iS

atiltetheto.

7.2 Természetes bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok
hatasainak attekintése broiler csirke bél-mikrobiom oOsszetételére és
diverzitasara

Az elmult két évtized soran a baromfi ipar az egyik leghatékonyabb fehérjetermeld dgazatta
valt (142). A modern csirke hibridek, mint példaul a ROSS 308 broiler csirke extrém gyorsan
novekednek, az atlagos nevelési idészak 35-42 nap, ami alatt a 2,5-3 kg-os stlynovekedést is
elérnek (143). Ez az extrém novekedés azonban szamos patologias folyamat kialakulasat
eredményezi az allatokban, mint példdul magas vérnyomadst, szivelégtelenséget,
inzulinrezisztenciat. A broiler csirkék a kiilonb6zd fertézéses megbetegedésekre is fokozottan
érzékenyek, részben az intenziv novekedésiikkel Osszefiiggésbehozhaté csokkent
immunstatuszuk miatt, részben amiatt, hogy az intenziv nagyiizemi allattartas soran sok allatot
tartanak viszonylag Kkis helyen (15). Ezen fert6z6 betegségek kezelésére rutinszeriien

antibiotikumot kapnak az allatok (18).

Az antibiotikum terdpia alkalmazisa azonban szdmos nemkivanatos kdvetkezménnyel jarhat,
mint példaul a bél-mikrobidta egyensulyanak megbomlasaval, valamint az antibiotikum

rezisztens baktériumok megjelenésével (150).

A fentebb taglalt tényezdket figyelembe véve kiemelt jelentdséggel bir a nagyiizemi allattartas
soran fellépd tartastechnologiabol eredd negativ hatdsok minimalizalasa és az antibiotikumokat
helyettesitd lehetéségek kidolgozasa. Igény mutatkozik olyan bioaktiv komponensekben
gazdag természetes hatdanyagok eldallitasara és vizsgalatara, amelyek szamos jotékony élettani
(antioxidans, antibakterialis) hatassal birnak, ezaltal eldsegitik a bél-mikrobidta egyensulyanak
¢s normalis funkcidjanak helyreallitasat.

Az utébbi években rohamosan ndé azon tudomanyos kozlemények szadma, amelyek a
nutraceutikumok élettani hatdsival foglalkoznak. Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra
vonatkozdan, hogy ezen komplex bioaktiv vegyliletekben gazdag novényi kivonatok

antibakterialis tulajdonsaguak €s pozitiv hatast fejtenek ki a bél-mikrobiom Osszetételére (19).
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Kutatasaink masodik felében érdeklodésiink kozéppontjaban a Kkiilonb6zo bioaktiv
komponensekben gazdag nutraceutikumok - karotinoid, fruktooligoszacharid,
szimbiotikum és antocianin — hatdsainak vizsgalata allt a bél-mikrobiom osszetételére,

diverzitasara Ross 308 broiler csirke modell allatban.

Az altalunk vizsgalt hatdanyagokat a Debreceni Egyetem kutatoi allitottak eld, élelmiszeripari
melléktermékekbdl, amelyek feldolgozasa nagyrészt megoldatlan és draga. Ezen
melléktermékek nagy mennyiségii, igen értékes, biologiailag fontos aktiv komponenseket
(karotinoidok, antocianinok, FOS) tartalmaznak, amelyek szamtalan jotékony ¢Elettani
(immunrendszert er6sité, antioxidans, antibakterialis, antiallergén, rakellenes stb.) hatast
fejtenek ki a szervezetre. Ezen hatéanyagok egy részét az allati szervezet nem képes eldallitani,

tehat a taplalékkal egyiitt kell, hogy felvegyék.

Emberi és allati mikrobiom vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a bél-mikrobiota nagyon fontos
szerepet jatszik a tapanyagok felszivodasaban (8, 189-198). Az allatok ndvekedési
teljesitménye fiigg a bél-mikrobiom Osszetételétdl és diverzitasatol (199). igy mikodésének
megértése az egyes baktériumok pontos funkcidjanak felderitése segithet annak tisztdzaséban,
hogy az 0Osszetételében Dbekdvetkezett valtozasok hogyan befolyasolhatjadk az

energiaanyagcserét és a novekedési teljesitményt a gazdaszervezetben (199).

Szamos kutatds alapjan feltételeztiik, hogy a nutraceutikumok, kiilondsen a szimbiotikumok
alkalmazasa fokozza az allatok testtomegndvekedését (200, 201). Ezen feltételezésiinket
eredményeink nem tamasztottak ala, a nutraceutikum kezelésnek nem volt pozitiv hatasa
az allatok tomeg gyarapodasara. Ennek a kiilonbségnek hatterében a kiilonb6z6 kornyezeti
tényezOk (elhelyezés, tartastechnoldgia, alaptakarméany oOsszetételének kiilonbségei), a
gazdaszervezet eltérd genetikaja és életkorra is allhat (200). Fontos megjegyezni, hogy célunk
nem az allatok novekedési tlitemének fokozasa volt, hanem olyan takarmanyadalékanyagok
eléallitdsa, ami javitja az alltalanos egészségi allapotukat a bél-mikrobidta moduléacioja altal.
Erdemes azonban megemliteni, hogy a broiler csirkék novekedési fazisainak a végén
mérsékelt testtomegcsokkenés figyelheté meg az antocianin tartalmu takarmany

kiegészitést kapott allatokban a kontroll csoporthoz képest.

Az antocianin testtomegre kifejtett negativ hatasat megfigyelték eddig human, sertés és egér
vizsgalatokban is (202, 203). Noha eddig kevés informacionk van arra vonatkozdan, hogy az

antocianin milyen molekularis mechanizmusok altal fejti ki ezen hatasat, ugy gondoljuk, hogy
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a bél-mikrobiom Osszetételében olyan modosulasok kovetkezhetnek be, amelyek mind a lipid

anyagcserére mind a tdpanyagok felszivodasanak mértékére hatassal lehetnek.

A bél-mikrobiomban a Firmicutes térzs mennyiségének emelkedése a tapanyagok
felszivodasanak fokozddasaval jar egylitt, mig a Bacteroidetes torzs mennyiségének
novekedése csokkent tapanyag-felszivodast eredményez (204). A F/B torzsek aranyanak
meghatarozasaval informaciét kapunk a tapanyagok felszivodasanak mértékérdl, az F/B
aranyban mutatkozo kiilonbségek az dllomany poliszacharid felhasznaldsainak kiilonbségeit is
tikrozik. A Bacteroidetes torzs tagjai a keményitd és a gliikan lebontasban vesznek elsé sorban
részt (199). A F/B torzsek aranyanak novekedése esetében fokozott stilygyarapodas figyelhetd
meg a gazdaszervezetben, amivel parhuzamosan az adipocitak szdma a koleszterin, a triglicerid
¢és az LDL mennyisége is emelkedik (205). A F/B torzsek aranyanak emelkedését megfigyelték
magas vérnyomas és cukorbetegségben szenveddk esetében is (205). Jelenleg azonban nincsen
arra vonatkozdan informacionk, hogy a bél-mikrobidta valtozasai vezethetnek az elhizashoz,
vagy a sulygyarapodas kovetkezményeként valtozik a bél-mikrobidta Osszetétele (177).
Kutatasunk soran meghataroztuk a Ross 308 broiler csirkék bél-mikrobiom osszetételét.
Mas kutatasok eredményeivel 6sszhangban a Firmicutes volt a legnagyobb mennyiségben
kimutathato torzs, amit a Proteobacteria, Bacteroides, Actinobacteria, Tenericutes és
Verrucomicrobia baktériumok kovettek (206). Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy
az allatok életkoranak jelentds hatasa volt a F/B aranyara. Legmagasabb értékét az
allatok 7 napos korabban mértiik majd jelentés csokkenését tapasztaltuk az allatok
novekedése fejlodése soran. Noha a -gliikin kezelési csoport esetében mértiik a
legmagasabb F/B aranyt, ezzel ellentétben nem figyeltik meg az allatok fokozott
sulynovekedését a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva. A legalacsonyabb F/B aranyt pedig
az antocianin adalékanyagot tartalmazo takarmanyt fogyasztott allatokban mértiik.
Eredményeink alapjan felmeriil, hogy az antocianin kezelt csoport eset¢ben megfigyelt

mérsékelt sulycsokkenés és alacsony F/B aranyok kozott sszefliggés van.

Az Akkermansia egy mucin lebontd baktérium, mennyiségének emelkedése a bélrendszer
egeészségével fiigg Ossze, mivel szelekcids nyomast fejt ki azon baktériumokra, amelyek nem
tudnak megtapadni a nyalkahartya felszinén. Fontos butirat €s propionat termelé baktérium,
szdmanak csokkenését a tdpcsatorna mikrobiomban leirtdk mar elhizds, gyulladdsos
bélbetegség, 2-es tipusu cukorbetegség kapcsan (207). Szerepet jatszik a bélham integritasanak
fenntartasaban is (208). Mindezek mellett az Akkermansia mennyiségének emelkedése és a

zsigeri zsirlerakodas igy a testtomeg kozott negativ korrelaciot figyeltek meg (208).
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Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a p-gliikan, szimbiotikum és antocianin
kezelések jelentésen novelték az Akkermansiaceae mennyiségét a csirke bél-
mikrobiomban a kontroll csoporttal ésszehasonlitva. Eredményeink feltételezik tovabba,
hogy a B-gliikdn, szimbiotikum és az antocianin kezelésnek pozitiv hatasa van a bélham
integritdsanak fenntartdsdban a bél gyulladasos folyamatok kialakuldsanak gatlasaban azaltal,

hogy ndvelik a jotékony Akkermansiaceae mennyiségét a csirkék bél-mikrobiomjaban.

Kimutattuk, hogy az antocianin kezelés jelentosen csokkentette a Bacteroides
mennyiségét. A Bacteroides mennyiségének csokkenésével parhuzamosan csokken a
dekonjugalt epesavak mennyisége is, aminek hatdsa van a gazdaszervezet lipid

metabolizmusara is (209, 210).

Az eddigi szakirodalmi adatok alapjan a Corynebacteriaceae mennyiségének emelkedése
Osszefiigésbe hozhatd emelkedett triglicerid szinttel aminek kovetkezménye lehet a jelentds
stlygyarapodas is (211). Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a Corynebacteriaceae
mennyisége jelentdsen alacsonyabb volt az antocianin kezelést kapott, mint a kontroll

alaptakarmanyt kapott csoport egyedeiben.

Kimutattuk, hogy a bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok hatasara a
jotékony bél-ham integritasanak fenntartasaban szerepet jatszo Bacillales, Rhizobiales,
Corynebacteriales baktériumok és a testsuly kozott pozitiv korrelaciok figyelhetoek meg.
Megallapitottuk tovabba, hogy Lactobacillales negativan befolyasolta a silygyarapodast,
ami tokéletes 6sszhangban van a Korabbi tanulmanyok eredményeivel (109, 212). Ezen
eredményliink Gsszefligésben allhat azzal, hogy a Lactobacillus szabalyozza a primer epeséd
szintézist és a masodlagos epesav képzodését, ezaltal hatasa van a lipid metabolizmusra (109,
212). Erdekes tovibba, hogy a tapanyagok hatékonyabb felszivodasat eredményezd
Bacteroideaceae és Barnesiellaceae taxak (213) szamanak jelentés emelkedését figyeltiik

meg az antocianin kezelési csoportban.

Feltételezhetd, hogy a baromfik kiillonb6z6 anyagcsere betegségeinek kialakulasaban a GIT-
mikrobidta Osszetételében kialakuld valtozasok dontd szerepet jatszanak. A mikrobiom
diverzitasa az egyik legfontosabb tényez6 a behatold korokozokkal szembeni rezisztencia
kialakulasdban. A mikrobialis kozdsség nagyobb diverzitasa egészségesebb gazdaszervezetet
eredményez, mig komplexitdsanak jelentds csokkenése kiilonféle betegségekkel és a korokozok

fokozott kolonizaciora vald hajlamaval tarsul (214, 215).
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A  GIT-mikrobiom elmozduldsa a jotékony, hasznos baktériumok felé javithatja a

gazdaszervezet egészségi allapotat (214, 215).

Munkank soran vizsgaltuk a kiilonb6z0 természetes bioaktiv komponensekben gazdag
hatéanyagok hatdsdt a mikrobidlis kozosségek komplexitasara az 4llatok életkoranak
figyelembevételével. Jelentoés Kkiilonbségeket figyeltink meg a GIT mikrobiom
diverzitasaban a Kkiilonboz6 Kisérleti csoportok kozott. Korabbi kutatdsok kimutattak, hogy
a csirkék novekedésével, fejlédésével a mikrobiom egyre diverzebbé komplexebbé valik (216).
Eredményeink 0sszhangban vannak ezen korabbi eredményekkel. Egy altalanos novekedési
tendencia figyelhet6 meg az alfa diverzitasi mutaték értékeiben egészen az allatok 31
napos koraig, azonban életciklusuk végén a diverzitasi mutatok értékei csokkenek. Ez
Osszefiiggésbe hozhatdé a madarak egészségi allapotanak romlasaval és a bél-mikrobiom
diszbidzis kialakulasaval. A természetes hatéanyagok pozitiv hatasat mutattuk ki az alfa
diverzitasi mutatok értékeire az allatok novekedési stadiumanak a végén. Eredményeink
alapjan elmondhaté, hogy a fruktooligoszacharid, szimbiotikum és az antocianin kezelt
csoport egyedeiben jelentésen magasabb Faith’s filogenetikai diverzitasi értékeket
mértiink, mint a kontroll csoport esetében. A fruktooligoszacharid és a szimbiotikum kezelés
esetében kapott eredményeink Osszhangban vannak korabbi kutatasok eredményeivel (217).
Tovabba fontos megjegyezni, hogy tudomésunk szerint ez volt az els§ eset, amikor az
antocinaninok hatasat vizsgaltak a broiler tdpcsatorna mikrobiom diverzitasara. Jelenleg kevés
tudomanyos publikacié all rendelkezésre, arra vonatkozoan, hogy az antocianinok hogyan

befolyéasoljak a bél-mikrobiom Osszetételét diverzitasat.

Erdemes kiemelni, hogy a nutraceutikumok a broiler csirkék produktiv élettartamanak
végén fejtették ki hatasukat, amikor a bél mikrobialis diverzitasa csokkenni kezdett. Ez
arra utalhat, hogy az altalunk vizsgélt nutraceutikumok kevésbé befolyasoljak a valtozatosabb,
komplex, eubiotikus bél-mikrobiomot. A bél-mikrobiom Osszetételének
kiegyenstlyozatlansdga a diverzitds jelentds csokkenése gyakran a jotékony baktériumok

részhalmazanak eliminéacidjdhoz vezet, mikdzben a patogén baktériumok mennyisége megnd.

A broiler csirkékben a bél-mikrobiom diverzitasanak jelent6s csokkenése, a patogén
Clostridium perfringens baktérium fokozott kolonizaciojat eredményezi, ami sulyos kronikus
nekrotikus bélgyulladast okoz a csirkékben (9, 151, 218).
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Eredményeink alapjan tigy gondoljuk, hogy a nutraceutikumok igéretes megoldast nyujthatnak
a diszbiotikus mikrobiom helyreallitasara a bél-mikrobiom diverzitasanak fokozasaval, ez éltal

gatoljak a koros folyamatok kialakuldsat a gazdaszervezetben.

Az egészséget eldsegitd probiotikus baktériumok képesek a gazdaszervezet szamara
emészthetetlen szénhidratokat és fehérjéket fermentalni, és tejsavva, valamint rovid lancu
zsirsavakka (SCFA) atalakitani. Az SCFA-k kiemelked0 szerepet jatszanak a
gazdaszervezetben, példaul energiaforrast biztositanak az izmoknak, szabalyozzak a lipid- és
szénhidratanyagcserét, helyi és szisztémas gyulladascsokkentd hatast fejtenek ki, valamint bél
hamsejtek novekedését és differencialodasat is aktivaljak. Az acetatot és propionatot els6sorban
a Bacteroidetes, mig a butiratot a Firmicutes torzs tagjai termelik. A SCFA-k termelédése
hatasara a bélben olyan koriilmények jonnek létre, ami a jotékony bélham integritdsanak
fenntartasdban fontos szerepet jatszé baktériumok kolonizécidjanak kedvez, mig a karos
patogén baktériumok tulzott elszaporodasat gatolja (103). Az SCFA-termelé baktériumok
kozvetleniil fokozhatjak egyes tdpanyagok felszivodasat, és igy kozvetlen hatast fejtenek ki az

anyagcsere metabolizmusra is (103).

Mivel az eddigi tudomanyos eredmények arra utalnak, hogy a nutraceutikumok hatékonyan
novelik a kiilonbozé SCFA termeld baktériumok mennyiségét (107, 163, 164), munkank soran
a nutraceutikumok SCFA termeld baktériumok mennyiségére kifejtett hatasat is gorcso ala
vettiik. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy mind a bioaktiv komponensekben
gazdag természetes hatoanyagoknak, mind az allatok életkoranak is jelentds hatasa volt

az SCFA termeld baktériumok relativ mennyiségére.

A Faecalibacterium az egyik {6 butirat termel6 baktérium, mennyiségének csokkenését, illetve
hianyat megfigyelték eddig gyulladdasos bélbetegségben, cukorbetegségben ¢és magas
vérnyomasban. Az altala termelt metabolitok fontos energiaforrasként szolgalnak az
enterocitdknak ¢és a bél lumen pH csokkentése 4ltal gatolja a patogén korokozok
megtelepedését. Mennyiségének vizsgalata biomarkerként szolgdlhat a bél egészségi
allapotanak meghatarozasara (219). Kutatasunk soran azt tapasztaltuk, hogy a madarak
korai élet stadiumaban (7 nap) Faecalibacterium egyetlen kisérleti csoport esetében sem
volt kimutathaté a bél-mikrobiomban. Az allatok fejlodésével mennyisége emelkedett
egészen az allatok 31 napos koraig, majd ezt kovetéen szamuk csokkend tendenciat

mutatott.
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Ami tokéletes Osszhangban van a mikrobialis diverzitas csokkend tendenciajaval. Ugy
gondoljuk, hogy a csirkék bél-mikrobialis diverzitasanak és a Faecalibacterium szamanak
csokkend tendencidja kozott 6sszefiiggés van. Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy az
antocianin pozitiv hatasat figyeltiik meg a Faecalibacterium mennyiségére a kontroll

csoport egyedeihez képest az allatok fejlodési stadiumanak a végén.

A butirat termel6 Subdoligranulum mennyisége pozitivan korrelal a mikrobialis gazdagsaggal
¢s a HDL-koleszterinszinttel, valamint a zsirtomeggel. Tovabba, a zsirsejtek atmérdjével, a
leptin-, inzulin-, CRP- és IL6-szinttekkel pedig negativ Osszefliigéseket figyeltek meg.
Subdoligranulum baktérium pozitiv hatast fejt ki a bélham sejtekre, ezenfeliil gatolja a patogén
baktériumok kolonizacidjat (182). Az altalunk alkalmazott Kisérleti rendszerben az
antocianin és karotinoid kezelés hatékonyan novelte a Subdoligranulum mennyiségét a
tobbi csoporthoz képest. Legnagyobb relativ mennyiségét a karotinoid kezelt csoport

egyedeiben mértiik.

Megallapitottuk, hogy a jotékony Bifidobacteriaceae mennyiségére a szimbiotikum és

karotinoid kezelésnek pozitiv hatasa volt.

A szintén jotékony butirat termelé Ruminococcaceae csalad tagjai az antocianin és
szimbiotikum kezelések hatasara nagyobb szamban voltak kimutathatok a csirkék bél-

mikrobiomjaban, mint a kontroll csoport egyedeiben.

Ezen eredményeink azért fontosak, mivel a butirat a bélhamsejtek 6 energiaforrasa eldsegiti a
bél-epitelialis sejtjeinek differencialodasat (207). Tovabba, ezen baktériumok mennyisége a bél
egészségi allapotaval korrelal. Feltételezéseink szerint ezen eredményeink Osszefiiggésbe

hozhatok az epitelialis bélgat funkcidjanak javulasaval.

A Ruminococcus nemzetség tagjai termelik a butirat jelentds részét, ezért szamos jotékony
hatdsuk van, példaul a bél lumen pH csokkentésével gatoljdk a savérzékeny korokozok
szaporodasat (207). Kutatasunk targyat képezte a Streptococcus, Blautia és Ruminococcus
nemzetségek relativ mennyiségeinek vizsgalata a csirkék bél-mikrobiomjaban a
nutraceutikum kezelés hatasara. Mindharom nemzetség esetében azt tapasztaltuk, hogy
a madarak novekedési stadiumanak a kezdetén alacsony relativ gyakorisaggal voltak csak
kimutathaték, majd az allatok fejlodésével szintjiik emelkedett Kkiilonosen a

nutraceutikumokkal etettet csirkék bél-mikrobiomjaban.
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Az antocianin kezelt csoport egyedeiben az allatok fejlodési stadiumanak végén
szignifikans emelkedést tapasztaltunk a mennyiségében a kontroll csoport egyedeihez

képest.

Egy korabbi tanulmanyban megallapitottak, hogy a Bacteroides gallinaceium és Bacteroides
dorei mennyisége és a csirtke bél egészsége kozott pozitiv Osszefiiggés van (220).
Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az antocian és karotinoid kezelésnek pozitiv
hatiasa volt a Bacteroides gallinaceium mennyiségére. A Bacteroides dorei csak a

karotinoid, fruktooligoszacharid és szimbiotikum csoportban volt kimutathaté.

crer

emelkedése O0sszefliggésbe hozhato a zsirsavak felszivodasanak csokkenésével, aminek negativ
hatasa van a testtomegre. A kiilonb6z6 gazdaszervezetek mikrobiom elemzése kimutatta, hogy
a Lactobacillus fajok jelenlétének hatasa van a mikrobiom Osszetételére és csokkentik a bél
gyulladasos folyamatok kialakulasanak kockazatat (109, 212). A Lactobacillus nemzetség
tagjai széleskorben befolyasoljak a bélrendszer egészségét, hatassal vannak a bél-mikrobiom
Osszetételét és fenntartjdk a mikrobidlis egyensulyt, gatoljak a patogén baktériumok
kolonizacigjat és fontos szerepiik van az enterdlis fertézések lekiizdésében is. Ezen
tulajdonsagai miatt széleskérben alkalmazzak probiotikus kezelések soran (221).
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy kiilonésen az allatok fejlédési stadiumanak a
végén (40 nap) a fruktooligoszacharid, szimbiotikum és antocianin kezelés hatasara a
Lachnospiraceae csalad relativ mennyisége emelkedett a kontroll alaptakarmanyt kapott
allatok bél-mikrobiomjaval o6sszehasonlitva. Megallapitottuk, hogy a Lactobacillus
nemzetség mennyiségében megfigyelheté kiilonbségek inkabb életkorral semmint a
nutraceutikum kezelés hatasaval voltak kapcsolatosak. Ezen eredményeinkbdl kiindulva
megvizsgaltuk a Lactobacillus nemzetséget alkotoé fajok relativ mennyiségeiben feltarhatod
kiilonbségeket a nutraceutikumok hatisdra. Habar nemzetség szinten a nutraceutikum
kezelésnek nem volt hatasa a Lactobacillus relativ mennyiségére, faji szintli azonositas
soran jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk mennyiségeiben a kiilonb6z6 Kkisérleti
csoportok osszehasonlitasa soran. A Lactobacillus aviarius, Lactobacillus salivarius és
Lactobacilus alvi epeso-hidrolaz (BSH) enzim aktivitassal rendelkeznek védelmet nytjtanak a
Salmonella és mas korokozok kolonizacidja ellen (222). Korabbi tanulmanyok kimutattak,

hogy a sulynovekedés hatasara csokken a mennyiségiik a bél-mikrobiomban.
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Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a Lactobacillus aviarius és salivarius baktérium
fajok minden Kkisérleti csoport esetében kimutathatok voltak az allatok bél-
mikrobiomjaban. A L. salivarius relativ mennyiségét a -gliikan kezelés novelte a kontroll
csoporthoz képest, ezen eredményiink hasonlé korabbi tanulmanyok eredményével (223).
A L. aviarius relativ mennyiségének jelentés emelkedését figyeltiilk meg az antocianin és
szimbiotikum Kisérleti csoport egyedeiben. Az antocianin takarmany adalékanyaggal
etetett allatok bél-mikrobiomjaban a L. alvi jelentés novekedését figyeltiik meg a kontroll
csoport egyedeivel Osszehasonlitva. Eredményeink alapjan felmeriil, hogy az antocianin
csoport mérsékelt sulycsokkenése és a Lactobacillus aviarius és alvi relativ mennyiségeinek
emelkedése kozott Osszefliggés van, ezen baktériumok lipid metabolizmusban betoltott
szerepének kovetkezményeként. Tovabba, ugy gondoljuk, hogy a nutraceutikumoknak
Lactobacillus nemzetségbe tartozo fajokra kifejtett pozitiv hatasaval is magyarazhat6 az allatok
fejlodési stadiumanak a végén megfigyelt mikrobidlis diverzitds emelkedése (SZIM, FOS és
ANT kezelt csoportban), mivel ezen baktérium nemzetségbe tartozo fajok koztudottan pozitiv

hatast fejtenek ki a mikrobidlis diverzitasi mutatok értékeire.

Egy tovabbi érdekes 0sszefiiggés miszerint az allatok fejlédési stddiumanak végén a diverzitas
csokkenésével a jotékony SCFA termeld baktériumok relativ mennyiségeiben is csokkend
tendencia figyelhetd meg. Ez Osszefligésbe hozhato az allatok egészségi allapotanak
romlasaval. A Ross 308 broiler csirkék egészségi allapota a nevelési iddszakanak utolso két
hetében rohamosan romlik, gyakoriak a lokalis és szisztémas bakterialis fert6zések, aminek
kovetkeztében novekszik az elhullas és csokkennek a naturalis mutatok értékei (224).
Feltételezhetd, hogy a patologias folyamatok kialakulasa és a bél-mikrobiom dsszetételének és

diverzitdsanak valtozéasa kozott 6sszefliggés van.

Kutatdsunk jelentdségét noveli, hogy a kiilonb6zé természetes bioaktiv komponensekben
gazdag hatdanyagoknak pozitiv hatdsa van mind az allatok alfa diverzitdsi mutatdira mind a

gazdaszervezet szempontjabdl eldnyds baktériumok mennyiségére.

Ezen eredményeinkbdl kiindulva megvizsgaltuk a szakirodalomi adatok alapjan kivalasztott
patogén baktériumok mennyiségi Osszetételének valtozasat a kiilonbozo kisérleti csoportok
egyedeinek bél-mikrobiomjaban. Fontos megjegyezni, hogy az altalunk végzett nagyiizemi
allattartast szimulalé Kkisérlet soran minimalis volt az allatok elhullasa (0,5 %) a kontroll
és kezelési csoportok kozott nem volt kiilonbség. Az allomany a nevelés alatt fert6zo

betegségektél mentes volt.
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A jotékony és patogén baktériumok azonositdsa nem egyszeri feladat. Nincsenek egyértelmii
,JO ¢és rossz fiuk” a mikrobiomban a hatdr nem ennyire éles. A mikrobidlis dkoszisztémak
megfeleld egyensulyi mikddése a jotékony €s patogén baktériumok szoros egyiittmiikodésén
alapszik (225). Az egyensulyi bél-mikrobiomban a mikrobak elenyész6 kisebbsége patogén,
amelyek semleges vagy szimbiotikus kapcsolatban élnek a gazdaszervezettel. Egy jol miikodd
diverz mikrobiom esetében a jotékony baktériumok gatoljdk a patogén baktériumok tulzott
mértékli elszaporodasat ¢és negativ hatasainak kifejtését. Tovabba, egy egészséges
mikrobiomban ezen patogén baktériumok szdmos jotékony metabolit, mint példaul SCFA,
immunglobulin A, vitaminok szintézisében is részt vesznek. Azonban a mikrobialis egyenstly
nagyon instabil, szamos kiilsé tényezd (stressz, antibiotikum, taplalkozas) hatasara csokken a
bél-mikrobiom sokszinlisége, ami diszbidzis kialakuldsdhoz vezet. Ebben az esetben a bél-
mikrobiomban a patogén baktériumok elszaporodhatnak, ami kéaros metabolitok
termelddéséhez és a jotékony baktériumok szamanak csokkenéséhez vezet, ezaltal gyulladasos

folyamatok és a bélbarrier karosodésa alakul ki a bélben.

A Clostridium nemzetség szamos tagja fontos jotékony hatassal bir, vitaminokat,
mikrotdpanyagokat  (tiamin, riboflavin, nikotinamid, pantoténsav, biotin)  ¢és
neurotranszmittereket szintetizalnak a gazdaszervezet szamara (225-226). Noha a Clostridium
bizonyos tagjair6l ismert, hogy antioxidans hatast polifenolok metabolizmusaban szerepet
jatszanak, ezaltal csokkentik a bélgyulladast, azonban egyes tagjai megvaltozott kdrnyezeti
feltételek mellett nagyobb mennyiségben kolonizalhatjdk a bél-mikrobiomot és sulyos
megbetegedéseket képesek okozni. A Clostridium perfringens tulzott mértékii elszaporodasa
példaul sulyos nekrotikus enteritis kialakulasat eredményezi a csirkében (227). Erdekes, hogy
a Clostridium alacsony relativ gyakorisaggal volt kimutathaté a mintainkban és az allatok
egyensulyi ,,Core” mikrobiomjanak nem volt alkotéoja. Munkank soran megallapitottuk,
hogy a szimbiotikum, antocianin és fruktooligoszacharid kezelés csokkentette

mennyiségét a csirkék bél-mikrobiomjaban a kontroll csoporttal dsszehasonlitva.

Az Enterococcus nemzetség tagjairdl kimutattak, hogy lipoglikanokat termelnek, amelyek a
tapcsatornaban gyulladdsos folyamatok kialakuldsat eredményezhetik. Mennyiségiik
emelkedése pozitivan korrelal a cukorbetegség kialakulasanak kockazataval (228).
Kutatasunk soran megallapitottuk, hogy az Enterococcus mennyiségére az allatok
fejlodése fejtette ki a legkifejezettebb hatast.
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A csirkék korai életszakaszaban (7 és 19 nap) ez a nemzetség volt a masodik leggyakoribb,
mig az idésebb allatokban drasztikus csokkenését figyeltiik meg a bél-mikrobiomban.
Fontos megjegyezni, hogy az allatok novekedési stadiumanak a végén (41 nap) a FOS

kezelés hatasara emelkedett a mennyisége a kontroll csoporthoz képest.

Korabbi tanulmanyok szerint a FOS és KAR kezelés csokkenti a Campylobacter kolonizaciojat,
ami tokéletes Osszhangban all a mi megfigyeléseinkkel (229). Megfigyeltiik a patogén
Campylobacteriaceae és a Helicobacteriaceae csaladok mennyiségének csokkenését az
antocianin, karotinoid, FOS és pB-gliikan kezelési csoport esetében a kontroll csoporthoz

képest.

A Gram-negativ opportunista korokozo Alcaligenes faecalis (230) alacsony relativ
gyakorisaggal alkotta az alaptakarmannyal etettet allatok bél-mikrobiomjat, ezzel
szemben a nutraceutikumokkal etettet allatok mintiaiban egyaltalan nem volt

Kkimutathatd.

Az SCFA termel6 baktériumok csokkentik a bél pH értékét, az Enterobacteriaceae savérzékeny
¢s eubiotikus mikrobiomban alacsony relativ gyakorisaggal fordul el6 (231). Jelen kutatasban
az Enterobacteriaceae alulreprezentialodva volt kimutathaté a karotinoid kezelési
csoportban, azonban a FOS és SZIM kezelési csoportok esetében emelkedett mennyiségét
figyeltiilk meg az allatok bél-mikrobiomjaban a kontroll csoporttal dsszehasonitva. Ezen
eredményiink nincs osszhangban Olnood és mtsai eredményével, miszerint a FOS ¢és
SZIM kezelés csokkenti az Enterobacteriaceae relativ mennyiségét a bél-mikrobiomban
(232).

Kutatasunk tovabbi targyat képezte a nutraceutikumok hatésanak vizsgalata a béta diverzitasi
mérdszamok értékeire az allatok koranak figyelembevételével. Eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy az allomany fejlodése lényeges befolyast gyakorolt a kozosségbeli
alkotok eltéréseire. A mikrobialis kozoségek fokozatos novekedése a GIT-mikrobidta
megnovekedett heterogenitasaval jart egyiitt. A nutraceutikumok alkalmaziasanak nem
volt jelentds hatasa az allatok béta diverzitasi mutatéira. Eredményeink alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az életkor kifejezetebb kozoségi eltolodast eredményezett,

mint a kezelés.
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Kisérletiink soran vizsgaltuk, hogy az intenziv tartastechnologiai paraméterek mellett, hogyan
befolyasoljak a kisérleti paraméterek az esszencidlis, ,,core-mikrobiota” alkotdk aranyat rend
és nemzetség taxondémiai szinteken. A 16 S rRNS gén alapi amplikon szekvenalas
eredménye alapjan megallapitottuk, hogy a prokariota doménen beliili fobb rendek és

nemzetségek azonosak voltak, de a relativ mennyiségekben eltérések figyelhetéek meg.

A ,core” mikrobiomot a Lactobacillales, Clostridiales, Erysipelotrichales és

Enterobacteriales baktériumok alkottak rend taxonémiai szinten.

A Kisérleti idészak alatt a Lactobacillales az egyensilyi mikrobiom a legnagyobb
mennyiségben kimutathaté taxaja volt. A nutraceutikum kezelésnek nem volt szamottevé

hatasa a relativ gyakorisagara.

Az Erysipelotrichales a madarak korai életszakaszaban a ,,core” mikrobiom kevesebb
mint egy szazalékat alkotta, majd az allatok novekedésével emelkedett a mennyisége a
fejlodési ciklusuk végén az egyensulyi mikrobiom 6,6 %-at alkotta. Az Erysipelotrichales
megnovekedett mennyiségét bakteridlis diszbidzis soran irtdk le, ahol a diverzités
csokkenésével parhuzamosan emelkedett szintjét mérték (233). Munkank soran kimutattuk,
hogy az Erysipelotrichales baktérium az allatok novekedési stadiumanak a végén az
alaptakarmanyt kapé allatok bél-mikrobiomjaban nagyobb mennyiségben voltak

kimutathatok, mint a tobbi kisérleti csoport esetében.

A gazdaszervezet és a gyomor-bél mikrobiom kozotti kdlesdonhatdsok dontd szerepet jatszanak
a gazda fiziologiai fejlddésében, az egészségben, a taplalkozdsdban és az élelmiszer-
biztonsagban (140). A csirke mikrobiom modell és rendszer alapt vizsgalata fontos

lehetdségeket kinal mind az alapkutatas, mind az alkalmazott kutatas szamara (140).

Eredményeink alapjan felmeriil, hogy a mikrobidlis k6zdsség diverzitasanak romldsa és az
ezzel Osszefliggd SCFA termeld baktériumok mennyiségének csokkenése helyreallithatok
alternativ kezelési stratégiakkal, természetes hatoanyagok alkalmazasa éltal. Ugy gondoljuk,
hogy a mikrobiom restitucidja hatékony terapids eszkéz lehet az antibiotikumok
alkalmazasdnak csokkentésére. Ehhez természetesen megfelel6 mélységben kell
megismerniink a mikrobialis kozosségek egyiittmiikodését €s az alkalmazni kivant természetes

bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumoknak a bél-mikrobiomra kifejtett hatasat.
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8. Osszefoglalas

Munkam egyik célja az volt, hogy meghatarozzam a kiilonboz6 technikai torzito tényezok
hatasait a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalds eredményére. Két mintahomogenizald
modszert vizsgaltunk (DL, BS). Kimutattuk, hogy a DL alkalmazéisaval nagyobb DNS
kihozatal érhet6 el, azonban ezzel a modszerrel gyengébb mindségii DNS-t kaptunk, mint a BS
esetében. Megallapitottuk, hogy a BS nagyobb alfa diverzitasi és szekvenalasi mutato értékeket
eredményezett. A DL alkalmazasaval nagyobb mennyiségben nyerhetdk ki a Gram-pozitiv
baktériumok, mig a BS esetében kiegyensulyozott Gram profilokat kaptunk. Osszehasonlitottuk
a kiilonbozd sejtfeltard és DNS izolalé modszereket. Kimutattuk, hogy a mechanikai és kémiai
lizisek kombindci6javal érhetd el a legnagyobb alfa diverzitasi mutatd. Eredményeink alapjan
elmondhaté tovabba, hogy a Kit alapt DNS izolalasi modszerek eredményezték a
legkonzisztensebb eredményt. A MagNa Pure 24 automatizalt platform alkalmazasaval nagy
mennyiségli és jo mindségli DNS nyerhetd ki, standardizalhato eljaras, jol alkalmazhato
mikrobiom dsszetételben bekdvetkezd valtozasok nyomon kovetésére. A konvencionalis DNS
izolalasi eljarassal nyertiik ki a legnagyobb mennyiségii, azonban legrosszabb mindségli DNS-
t. Mindazonaltal ez a mddszer kiemelkeddnek bizonyult a mikrobidta kozosségek mélyrehatd

elemzésére. Ezzel a modszerrel érhetd el a legnagyobb bakterialis diverzitas.

Munkam masik f6 célja, a kiilonb6z6 bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok
(karotinoidok, fruktooligoszacharidok, szimbiotikumok, antocianinok) és a bél-
mikrobidta kozotti kolcsonhatasok vizsgalata volt broiler csirkében. Megallapitottuk, hogy
az allomany fejlddése soran lényegesen valtozott a bél-mikrobiom Osszetétele. A
nutraceutikumok alkalmazasa pozitiv hatast fejtett ki az allatok bél-mikrobiom diverzitasara.
Tovabba a nutraceutikumokkal torténd kezelés serkentette szamos jotékony SCFA termeld
baktérium  (Bifidobacteriaceae, Subdoligranulum, Faecalibacterium, Akkermansia,
Butyricicoccus, Blautia, Ruminococcus) mennyiségét a csirkék bél-mikrobiomjaban. Munkank
soran szamos pozitiv és negativ korrelaciot sikeriilt feltarnunk a mikrobidlis Osszetétel és
sulygyarapodas ko6zott. Kimutattuk, hogy a patogén Campylobacteriaceae, Helicobacteriaceae
és Enterobacteriaceae mennyisége csokkent a nutraceutikum kezelést kapott allatok bél-
mikrobiomjaban. Eredményeink alapjan Gigy gondoljuk, hogy a nutraceutikum kezelés igéretes
megoldas lehet bizonyos bélbaktériumok tilszaporodasaval kapcsolatos egészségligyi
probléméak lekiizdésére ¢és potencidlisan alternativ kezelési stratégidk lehetnek az

antibiotikumok alkalmazasanak helyettesitésére, csokkentésére.
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9. Summary

In the first part of our experiments, we aimed to investigate the effects of various technical
distortion factors on the results of 16 S rRNA gene amplicon sequencing. We have shown
that a higher DNA yield can be obtained by using direct lyses (DL), however poor DNA quality
was observed in the majority of samples comparison to bacterial cell suspension (BS). We
found that BS resulted in higher alpha diversity and sequencing index values than DL sample
homogenization. Using DL, Gram-positive bacteria can be recovered in greater quantities than
Gram-negative bacteria. In the case of BS highly balanced Gram distributions were obtained.
We have revealed that the combination of mechanical and chemical lysis results the highest
alpha diversity index. We observed that the kit-based DNA isolation methods produced the
most consistent results. Using the MagNa Pure 24 automated platform, a large amount and high-
quality DNA can be extracted, and well suited for monitoring changes in microbiome
composition on a large scale. We obtained the largest amount, but the worst quality DNA, using
the conventional DNA isolation protocol. Nevertheless, it proved to be prominent for the in-
depth analysis of the microbiota communities as well. The greatest bacterial diversity was

achieved with this method.

Another goal of our research was to investigate the interactions between nutraceuticals
rich in various bioactive components (carotenoids, fructooligosaccharides, symbiotics,
anthocyanins) and the intestinal microbiota in broiler chickens. We concluded that the
development of the animal exerted a great influence on the chicken microbial community
structure. The use of nutraceuticals had a positive effect on the gut microbiome diversity of the
animals. Furthermore, treatment with nutraceuticals stimulated the growth of many beneficial
SCFA-producing bacteria (Bifidobacteriaceae, Subdoligranulum, Faecalibacterium,
Akkermansia, Butyricicoccus, Blautia, Ruminococcus) in the gut microbiome of the chickens.
We managed to reveal several positive and negative correlations between the microbial
composition and weight gain. We showed that the amount of pathogenic Campylobacteriaceae,
Helicobacteriaceae and Enterobacteriaceae decreased in the intestinal microbiome of animals
treated with bioactive compound enriched nutraceuticals. Based on our results, we believe that
nutraceutical treatment can be a promising solution to overcome health problems related to the
overgrowth of intestinal bacteria and can potentially be alternative treatment strategies to

replace and reduce the use of antibiotics.
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10. Az értekezés uj megallapitasai

10.1 A 16 S rRNS gén alapu amplikon szekvenalas eredményét torzito
technikai tényezok vizsgalata

Megallapitottuk, hogy a mintahomogenizalo stratégia megvalasztasanak jelentds hatasa
16 S rRNS gén amplikon szekvenalds eredményére. A DL homogenizalasi moddszer

nagyobb mennyiségii, ellenben rosszabb mindségi DNS kinyerését eredményezte a

crer

e

Gram-negativ ~ baktériumok  alulreprezentaciojat  figyeltik meg. A  BS
mintahomogenizalds alkalmazasa magasabb bakterialis diverzitast eredményezett a
mintakban, mint a DL mintahomogenizalds. Tovabba, kiegyensulyozott Gram-
eloszlasokat tapasztaltunk a BS mintak esetében.

A mechanikai és kémia lizisek alkalmazasa eredményezte a legnagyobb DNS
koncentraciot, ami magasabb alfa diverzitasi értékekkel tarsult a tobbi sejtfeltaro
technikdhoz képest. Tovabba nem figyeltiink meg szamottevé DNS toredezettséget ezen
mintékban.

A kereskedelmi forgalomban kaphato Qiagen Kitek hasznalata soran tapasztalt rossz
DNS kinyerési hatékonysag érdekes médon magas read szamot ellenben alacsonyabb
diverzitasi értékeket eredményezett a tobbi izolacids technikaval Osszehasonlitva.
Alkalmazéasaval a mikrobiomot dominansan nagy mennyiségben alkotd baktériumok
nyerheték ki, azonban az wunikdlis alacsony relativ gyakorisaggal el6fordulo
(Akkermansia és Faecalibactérium) baktériumok kimutatasara nem alkalmas.
Mindazonaltal, a kit alapti modszerekkel érhet6 el a legkonzisztensebb eredmény.
Tudomasunk szerint ez volt az elsé eset, amikor Roche MagNa Pure 24 automatizalt
DNS izolalé rendszert metagenomikai célokra alkalmaztak. Ezen i1zolaciés modszer
esetében nagy mennyiségli j6 mindségli DNS izolatumokat kaptunk, amelyek
Osszességben magas diverzitasi értékekkel és read szdmokkal tarsultak.

A konvencionalis DNS izoladlds esetében az eldzetes mintahomogenizaldé moddszer
nagyban befolyésolja az izolalas hatékonysagat. A BS mintahomogenizalassal tarsitott
konvencionalis DNS izolalds eredményezte a legnagyobb bakteridlis diverzitast.
Alkalmazasaval a bél-mikrobiomot alkotd jotékony relevans alacsony mennyiségben

jelenlévo baktériumok is hatékonyan kimutathatok.

113



10.2 Nutraceutikumok hatasainak vizsgalata broiler csirke bél-mikrobiom
Osszetételére és diverzitasara

A nutraceutikomok kezelésével magasabb bakterialis diverzitas érhet6 el a csirkék bél-
mikrobiomjaban a kontroll csoporthoz képest. A természetes hatdanyagok pozitiv
hatasa a csirkék novekedési stddiumanak a végén figyelhetd meg, amikor a kontroll
takarmanyt fogyasztott allatok bél mikrobialis diverzitasa csokkeni kezdett. A
nutraceutikumok kevésbé befolyasoljak a valtozatosabb, komplex mikrobiomot.

A csirkék nutraceutikumokkal kiegészitett takarmannyal torténd etetése pozitiv hatast
termeld baktérium relativ mennyiségét.

A karotenoid kezelt madarak bél-mikrobiomjaban jelentésen emelkedett a jotékony
Bifidobacteriaceae, Barnesiellaceae, Subdoligranulum, Faecalibacterium a
Bacteroides gallinecum és dorei mennyisége.

Az antocianin kezelés hatékonyan fokozta a Faecalibacterium, Akkermansia,
Butyricicoccus, Blautia, Ruminococcus, Subdoligranulum, Lactobacillus saviarius,
Bacteroides gallinaceium és Bacteroides dorei aranyat a csirkék bél-mikrobiomjaban.
A szimbiotikum az Akkermansia, Bifidobacteriaceae, Lachnospiraceae a FOS kezelés
pedig a Lachnospiraceae, Bifidobacteriaceae, Ruminococcaceae, Streptococcus,
Blautia és Ruminococcus baktériumok mennyiségére fejtett ki pozitiv hatast.

A Gram-negativ opportunista Alcaligenes faecalis baktérium a nutraceutikum kezelést
kapott csoportokban egyaltalan nem volt kimutathato.

A patogén Campylobacteriaceae, Helicobacteriaceae ¢és Enterobacteriaceae
mennyisége csokkent a nutraceutikum kezelést kapott allatok bél-mikrobiomjaban a
kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.

A legmagasabb F/B aranyt a B-gliikén, legalacsonyabbat pedig az antocianin kezelt
csoportba mértiik.

Az allatok novekedési fazisanak a végén mérsékelt testtomeg csokkenés figyelhetd meg
az antocianin tartalmu takarmanyt kapott allatokban a kontroll csoporthoz képest.

A bioaktiv vegyliletekkel dusitott takarmany a testtomeg és a Bacillales, Rhizobiales,
Corynebacteriales jotékony baktériumok kozotti pozitiv Osszefiiggéseket talaltunk,
amelyek a bélhdm integritdsdnak javitdsaval a tadpanyagok fokozott felszivodasaval

jarnak.
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15. Fuggelék

15.1 Kiegészité tablazatok

Kiegészité tablazat 1: A kiilonbo6z6 izolacios technikak dsszefoglalo abraja. Minta el6készités: BS (bakterialis sejtszuszpenzio), DL (direkt lizis). Mechanikai
lizis: 1.1 (Power fecal beads, vortex), 1.3 (SeptiFast bead, vortex), 1.5 (Green beads, vortex), 1.2 (Power feacal beads, MagNa Lyser), 1.4 (SeptiFast bead,
MagNa Lyser), 1.6 (Green bead, MagNa Lyser). Kémiai Lizis: 2.1 (ATL puffer 65 és 95 °C-on), 2.2 (BLB puffer 65 és 95 °C-on), 2.5 (ATL és InhibitEx tabletta),
2.3 (ATL 56 °C-on, 16 h), 2.4 (BLB 56 °C-on, 16 h). DNS izolalas: 14.1 (MagNa Pure 24 izolal6é robot Pathogen 200) (14.2) Pathogen 1000 protokoll. 15.1
(QlAamp DNA Stool mini), 15.2 (QIAmp Power fecal), 15.3 (Qiagen DNeasy Power Soil), 16.1 (mechanikai lizis konvencionalis izolalas), 16.2 (kémiai lizis,
konvencionalis izolalas), 16.3 (kevert lizis konvencionalis izolalas).

A B c D E F G H
1 |[s] 11 Jat]([es] 15 [a2]|[ss[te=21]at]|[oc] 22 Ja2|([es[ 22 [42|[es] 12 [ ]|[es]22]13] 6 ]|[oc] 22 6]
2 |[Bs] 12 Jai][es| 22 [a2]|Bs[22]12]41]|o.] 22 [42||[es| 25 [s1]les| 13 |6 |([es[14]22] 6 ||[o.] 23 6]
3 |[Bs] 13 [a1][es] 25 [a2]|[es[22]14]as][o] 23 [a2]|[o.] 25 [s4]es| 14 e ]|[es[13]22] 6 ||[oL] 24 [6]
4 |[Bs] 14 Jaa]|[es] 22 Ja2][es] 22 [ai][o]21]14]as]|[ss][21]14]52]|[es | 25 6 ||[es|r1+21] 6]|[oL[21]14] 6]
5 |[Bs| 15 [a1][esa1]12]a1][es] 24 [as][o[12]21]a1]|[ss[21]12]52]|(es| 22 |6 |||Bs|13+21] 6 ||[oL[21]13] 6]
6 |[Bs| 16 [41][Bs[21]14]as][oc [21]12]a2]|| oo [14]21]41]|| o ]21] 14]52] (s | 23 |6 |[[es[14«22] 6 ||[o]14]21] 6 ]
7 |[8s] 21 Jai]|[es]21]16]41] o [21]14]42] (oL [ 12024 ]a1] oL [24]12] 52]([Bs | 24 6 ||[Bs13:22] 6 ||[o[14]21] 6 |
g |[Bs] 22 [a1]|[ss[12]21]a1]|[oc [12]21]a2]|[o [14]21]41]|[es[21] 1.4] 53] (| es [24]1:4] 6 ||[oc | 14 6 ||[o]22]14] 6 ]
o |[Bs] 11 [42]|[es[ra]21]as][ou [14]21]a2]|[oL] 22 [aa]||ss|21]12]53]|[es[21]r3] 6 ||[o| 12 [ ]|[o[22]13]6 ]
10 |[Bs] 12 [42]|[Bs[16]24]a1]| o [12e24]as]|[o[ 22 [a4][[oL]21]14]53]|[es [1.4]21] 6 ||[o] 13 6 ]|[o]r1]22] 6]
11 |[8s| 13 [42|([Bs]12:21]a1] oL [ 14+21[41]|[oL] 24 [41][o[21]12]53]|[es[13]21] 6 ||[o.] 14 [6]|[oL]13]22] 6 |
12 |[Bs| 14 [42|(|es|14s21]41] o [22]12]42]/[Bs[ 21 [a2]|[ss] 11 [se]|[es[22]14]6 ||[o.] 21 [e]|[oc]14:21] 6]
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Kiegészito tablazat 2: A csirke bél-mikrobiom 0sszetételének vizsgalata, a tiz leggyakoribb bakterialis taxa relativ frekvencidjaban bekovetkezd
valtozasok vizsgalata a bakterialis sejtszuszpenzié és direkt lizalt mintakban torzs, osztaly, rend, csalad, nemzetség és faj rendszertani

kategoridkban.

Torzs

Actinobacteria
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Epsilonbacteraeota
Firmicutes
Lentisphaerae
Patescibacteria
Proteobacteria
Tenericutes
Verrucomicrobia

Torzs

Actinobacteria
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Epsilonbacteraeota
Firmicutes
Fusobacteria
Lentisphaerae
Patescibacteria
Proteobacteria

Tenericutes

1.1020979882
28.688718888
0.6418643311
1.9119322117
59.941162436
0.0048870965
0.00019240537
6.57260609232
0.17435775085
0.96218079948

1.3776821185
12.627088818
0.5814475562
0.5006863033
81.435174314
0.0011154869
0.0007250664
0.0002788717
3.06876028

0.217966143

Osztaly

Clostridia

Bacteroidia

Bacilli
Gammaproteobacteria
Campylobacteria
Erysipelotrichia
Verrucomicrobiae
Actinobacteria
Melainabacteria
Negativicutes

Osztaly

Bacilli

Clostridia

Bacteroidia
Gammaproteobacteria
Erysipelotrichia
Actinobacteria
Campylobacteria
Oxyphotobacteria
Negativicutes

Deltaproteobacteria

32.100664176
28.686742912
25.548865867
5.7824991659
1.9118005247
1.7904010952
0.9621145279
0.7717232831
0.6316233393
0.4939475362

56.004035651
23.436784551
12.626525430
2.4160368629
1.6037755316
1.2297694558
0.5006639639
0.4671450776
0.3863316562

0.3846585005

Rend

Clostridiales
Bacteroidales
Lactobacillales
Enterobacteriales
Campylobacterales
Erysipelotrichales
Verrucomicrobiales
Gastranaerophilales
Pseudomonadales

Corynebacteriales

BS

Rend

Lactobacillales
Clostridiales
Bacteroidales
Erysipelotrichales
Enterobacteriales
Pseudomonadales
Micrococcales
Campylobacterales
Chloroplast

Corynebacteriales

DL

32.08896673
28.62921766
25.18859237
4.643268449
1.911800524
1.790401095
0.962114527
0.631623339
0.629122241
0.575829623

55.86466177
23.43405173
12.42518902
1.603775531
1.349623177
0.722580184
0.643161059
0.500663963
0.467145077

0.463017960

Csalad

Ruminococcaceae
Lactobacillaceae
Bacteroidaceae
Lachnospiraceae
Rikenellaceae
Streptococcaceae
Enterobacteriaceae
Barnesiellaceae
Unknown
Prevotellaceae

Csalad

Lactobacillaceae
Ruminococcaceae
Lachnospiraceae
Bacteroidaceae
Barnesiellaceae
Streptococcaceae
Peptostreptococcaceae
Unknown
Erysipelotrichaceae

Christensenellaceae

19.5283391
18.9450832
14.1091148
7.42733638
6.25316725
4.99869365
4.64326844
3.30529667
3.09835970
2.18026449

52.0731793
11.4854888
6.41248084
5.64176955
3.84374064
3.51245580
3.38306509
2.11146674
1.60377553

1.35726392

Nemzetség

Lactobacillus

Bacteroides

Unknown

Alistipes

Streptococcus
Escherichia-Shigella
Ruminococcaceae UCG-014
Faecalibacterium
Barnesiella

Prevotellaceae UCG-001

Nemzetség

Lactobacillus

Unknown

Bacteroides

Barnesiella

Streptococcus

Romboutsia
Faecalibacterium
Ruminococcaceae UCG-014
[Ruminococcus] torques

Subdoligranulum

18.9450832
14.1091148
9.52379486
6.25301334
4.98307141
4.62510663
4.16882947
3.78900894
2.41613723
2.17964883

52.0731793
5.80891780
5.64176955
3.61200857
3.51223272
3.21876120
2.89338819
1.85848560
1.64577174

1.42117847
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Kiegészito tablazat 3: Silva és GreenGenes hatékonysaganak vizsgalata a felbontd képeségre.

modszer
BS
DL
L1
L2
L3

14

15

16
atlag
SD

modszer
BS
DL
L1
L2
L3

14

15

16
atlag
SD

Csalad
azonositott

99.49
98.13
99.71
97.85
99.50
99.25
95.04
94.65
97.95
2.03

Csalad
azonositott

88.81
92.16
85.00
91.50
91.63
87.64
93.04
92.48
90.28

2.84

nem azonositott

0.51
1.87
0.29
2.15
0.50
0.75
4.96
5.35
2.05
2.03

nem azonositott

11.19
7.84
15.00
8.50
8.37
12.36
6.96
7.52
9.72
2.84

modszer
BS
RF
L1
L2
L3
P4
P5
P6
atlag
SD

GreenGenes taxonémiai adatbazis
Nemzetség
azonositott

modszer
BS
RF
L1
L2
L3
P4
P5
P6
atlag
SD

Silva taxonomiai adatbazis

Nemzetség
azonositott

96.69
97.41
95.11
96.41
98.27
94.98
94.79
94.23
95.99
1.42

74.81
81.99
74.35
78.77
78.65
70.31
88.59
83.46
78.86

5.80

nem azonositott

3.31
2.59
4.89
3.59
1.73
5.02
5.21
5.77
4.01
1.42

nem azonositott

25.19
18.01
25.65
21.23
21.35
29.69
1141
16.54
21.14
5.80

modszer
BS
RF
L1
L2
L3
P4
P5
P6
atlag
SD

modszer
BS
RF
L1
L2
L3
P4
P5
P6
atlag
SD

azonositott

14.42
9.16
10.71
11.48
16.72
15.09
7.16
18.28
12.88
3.86

azonositott

44.49
56.15
50.63
51.33
48.08
41.81
68.68
52.71
51.74
8.22

nem azonositott

85.58
90.84
89.29
88.52
83.28
84.91
92.84
81.72
87.12
3.86

nem azonositott

55,51
43.85
49.37
48.67
51.92
58.19
31.32
47.29
48.26
8.22
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