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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A mikrobak mindeniitt jelen vannak. Szamtalan szimbiotikus, patogén és kommenzalista
mikroba kolonizalja az emberi, allati €s novényi szervezeteket, amelyek egylittesen alkotjak a
mikrobiomot.

Az 1) generdcios szekvenalasi (NGS) technologidk széles kori elterjedésének
koszonhetden robbanasszeriien nétt az érdeklédés a mikrobiom megismerésére. Az NGS
technologiak megjelenésével lehetdvé valt az adott mikrobiomot tartalmazo egyes tagok atfogo
feltérképezése, valamint annak vizsgalata, hogy a mikrobialis k6zosségek hogyan mitkodnek
¢s hogyan befolyasoljak a gazda-patogén kolcsonhatasokat.

Jelenleg azonban a kiilonb6z6 NGS modszereknek is meg vannak a maga technikai
buktatoi, amelyek befolyasolhatjak a kapott szekvenalasi eredményeket.
az alacsony eldforduldsu fajok elvesztéséhez vezethetnek, ezaltal befolyasoljak a mikrobak
relativ el6fordulasat és a kozoségi diverzitasokat. Folyamatosan jelennek meg DNS izolalassal
kapcsolatos Ujabb és tjabb modszerek, azonban olyan univerzalisan elfogadott protokoll, amely
alkalmas lehetne a 16 S riboszémalis RNS (16 S rRNS) amplikon gén alapu szekvenalashoz
tovabbra sem elérhetd.

Tovabba, a diverz bélsar mikroflorak esetén nem konnyii olyan DNS izolalasi protokollt
alkalmazni, amely alkalmas az eltérd sejtfalosszetétellel, membranszerkezettel rendelkezd
mikroorganizmusokat reprezentdld genomok teljes kinyerésére. Szamos tanulmany igazolta,
hogy adott mikrobidlis kornyezetben tobbszords extrakcios eljarasok kombinacidja segit
csokkenteni az egyes modszerekhez kapcsolodd taxon reprezentacids torzitasokat.

A fentebb felsorolt tények miatt a pontos mikrobialis Osszetétel meghatarozasanak
szempontjabol alapvetd fontossagl a kiilonb6zé DNS izolald protokollok dsszehasonlitasa,
valamint azok eldnyeinek és hatranyainak meghatarozasa.

A mikrobialis Okoszisztémak kutatasa fontos tudomanyteriilet, intenziv vizsgalatok
folynak annak érdekében, hogy a kozosségi Osszetételek gazdaszervezetre gyakorolt €lettani
hatasait megismerjiik. Mind ez idaig a legjobban feltérképezett teriilet az emberi és allati
bélrendszerben €16 baktériumok sokasaga, de egyrészt az itt €16 gombak, archedk és virusok
mintdzata €s kapcsolata egymadssal, illetve ezek kolcsonhatasa a valtozd kornyezeti és
¢letmodtényezdkre is intenziv kutatas targya.

A mikrobiom kutatasnak kiemelkedd jelentdsége van az allattenyésztésben is.



Az intenziv alltartds soran alkalmazott tartds ¢és takarmanyozasi technolédgia
eredményeként az allatok stlygyarapodésa 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. Ennek az intenziv névekedésnek,
valamint az allattartds okozta stressz faktoroknak szamos negativ hatasa figyelheté meg az
allatalloméanyban, mint példaul kiilonb6zdé gyulladésos és metabolikus eredetli betegségek.
Nem elhanyagolhat6 az allatok antibiotikumos kezelése a tartas stresszbdl addéddan.

Tovéabba, a nagyiizemi allattartas soran nagy egyedszamu allatdllomanyt tartanak
viszonylag kis teriileten, igy a fert6zéses megbetegedések gyakorisaga is nagyobb, amelyet az
allattenyésztok kisebb/nagyobb mértékii antibiotikumos kezeléssel probalnak elkeriilni. A
folyamatos kezelés hatasara széles spektrumu antibiotikum rezisztencia, valamint a bél-
mikrobidta egyensiilyanak megbomlasa alakulhat ki. Evente hétszazezer ember hal meg
antibiotikum rezisztens fertdzések kovetkeztében. Ha nem torténik lényegi valtozads az
antibiotikumok felhasznalédsédban, akkor a jovOben a vildg vezetd haldlozasi okai kozé fog
tartozni.

Mindezen tényezdket figyelembe véve kiemelt jelentdséggel bir a nagyiizemi allattartas
soran fellépd tartdstechnologiabol eredd negativ hatdsok minimalizéldsa és az antibiotikumokat
helyettesitd lehetdségek kidolgozasa.

Megfeleld ismeretek birtokaban a bél-mikrobiom 0Osszetételének és/vagy bioldgiai
potencialjanak szelektiv befolyasolasa eldsegiti az egyenstlyi mikrobiom helyreallitasat, amely
pozitiv hatast fejt ki az allatok egészségi allapotara. Nagy a jelentdsége az olyan, élelmiszerek
fejlesztésének, amelyek valamilyen innovativ egészségveédd OsszetevOvel tamogatjak a bél-
mikrobiota normalis funkcidit. Jelenleg a ndvényi bioaktiv vegyliletekben gazdag
hatéanyagokat (nutraceutikumokat) széles korben alkalmazzdk az emberek és 4llatok
egészségének megorzése érdekében.

2. Célkitiizés
e Munkdm egyik célja volt, a kiilonb6zé technikai torzitd tényezdk (minta
homogenizalas, sejtfeltaras, DNS izolalas, taxondmiai adatbazis) hatasanak vizsgalata
a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas eredményére (mindségi olvasatok, diverzitési
mutatok, mikrobialis Osszetétel). Célul tlztiik ki a kiilonb6zé metagenomikai DNS
1zolalé modszerek optimalizalasat. Tovabba, munkdm sordn Osszehasonlitottam a 16 S
rRNS gén amplikon szekvendlés soran leggyakrabban hasznalt taxondmiai adatbazisok

(Silva, GreenGenes) alkalmassagat, hatasat a felbontoképességre.



e Kutatasom masik f6 célja, in vivo intenziv tartastechnologia mellett nevelt haszonallat
etetési kisérlet soran a nutraceutikumok (karotinoidok, fruktooligoszacharidok,
szimbiotikumok ¢€s antocianinok) bél-mikrobiomra gyakorolt hatdsanak vizsgalata volt
broiler csirke modell allatban, 16 S rRNS amplikon gén szekvenalas alkalmazasaval.
Vizsgaltam, hogy melyek, azok a bakterialis taxak, amelyek mennyisége szignifikansan
valtozik a nutraceutikum kezelés hatasdra. Meghataroztuk, hogy melyek azok a
hatdéanyagok, amelyek alkalmazaséaval a legnagyobb mikrobialis fajgazdasag érheto el.
Célunk egy olyan eljaras optimalizalasa volt, amivel a nagyilizemi allattartds soran a
fokozott stressz és sulygyarapodas kovetkezében karosodott mikrobiom egyensulyi
allapota helyreallithat6 ¢és fentarthatd. Tovabbi célunk a nagyiizemi allattartds sordn
protokollszertien alkalmazott antibiotikum kezelések minimalizalasa volt, az allatok
egészségi allapotanak javitasa altal.

3. Anyagok és modszerek

3.1 A szekvenalas eredményét torzité technikai tényezok vizsgalata

Kisérleteink soran kétféle homogenizalasi stratégiat, a direkt (direkt lizis (DL) és indirekt
(bakterialis sejtszuszpenzid (BS) modszert hasonlitottunk Ossze. A sejtek feltarasara
mechanikai, kémiai lizist és ezek kombinacidjat alkalmaztuk. A nukleinsavak izolalasahoz
automatizalt rendszer( robotikus, kereskedelmi forgalomban kaphato izolacios kit-ek és fenol-
kloroform-izoamilalkohol (25:24:1) elven alapuld konvencionalis izolalasi technikakat
hasonlitottunk 6ssze. A DNS izoldldst kovetéen a mintdkon 16 S rRNS gén alapa
metagenomikai konyvtarat készitettiink az Illumina konyvtar készitési protokollja alapjan. A
mintainkon kétoldalrol torténd (paired-end) (2x301 nukleotid) szekvenalast végeztiink Illumina

MiSeq platformon.

3.1.1 Bélsar mintagyiijtés a szekvenalas eredményét torzité technikai tényezdk
vizsgalatara

A kiilonb6z6 DNS tisztitasi stratégidknak a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas eredményére
gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz 31 napos broiler Ross 308 hibrid csirkéktdl (8 db) szarmazé
székletmintat hasznaltunk. A mintakat a Nagisz Zrt. nadudvari telephelyérdl gytjtottiik. Nyolc
random kivalasztott baromfitol gytjtottiink székletmintakat (4 kakas, 4 jérce). A frissen gyljtott
bélsar mintdkat specifikus steril DNS, RNS, LPS mentes mintataroloba gyjtottiik, amit jégen

szallitottuk és a visszaérkezést kdvetden a szarazanyagbol gDNS-t izolaltunk.

Az izolalast megeldzden a mintdkat Osszekevertiik egymassal €s a tovabbiakban a kiillonb6zo

mintak elegyét tartalmazo mintaval dolgoztunk.



3.1.2 Minta homogenizalas

Kutatasunk soran kétféle minta homogenizald stratégiat (direkt €s indirekt modszer)
hasonlitottunk 0ssze. Az indirekt médszernél, bakteridlis sejtszuszpenziot (BS) készitettiink,
ahol a sz¢kletbdl kivontuk ¢€s feltartuk a székletben jelen 1év0, a bélflora mikrobidlis kdzosségét
reprezentald baktériumokat. A bélsar mintabol a mikrobakat a szennyez6 forrasoktol (szalma
valamint alomanyag) steril foszfat pufferelt séoldattal (PBS-sel) torténd centrifugalas
alkalmazaséaval valasztottuk el. Ebben az esetben az elézetes homogenizalast kovetden a
pulozott mintabol 15 g székletet mértiink ki, amihez ekvivalens mennyiségben adtunk steril
PBS puffer oldatot. Vortex késziilék alkalmazasaval mixeltem a mintat 300 rpm-en, majd
centrifugaltuk (300 g) 5 percig. A feliiliszokat Gsszegytjttettiik steril 50 ml-es csévekbe, a
mosasi [épést haromszor ismételtiik meg. Ezt kovetden a feliiliszokat 6sszegyjtottiik, majd 30
percig centrifugaltuk ket (13 000 g). A feliiluszot eltavolitottuk és a bakterialis tiledéket pedig
minden esetben 5 ml steril PBS pufferrel felszuszpendaltuk. A sejtek feltarasahoz 250 pL
sejtszuszpenziot hasznaltunk minden esetben. A direkt moédszer (direkt lizis) soran a bélsar
mikrobait a bélsar egyéb alkotoitdl nem valasztottuk el. A homogenizalast kovetden 250 mg

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

3.1.3 A sejtek feltarasa
Mechanikai lizis: A mechanikai lizis soran hdrom a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd

keramia gyongyot — Power Fecal Bead LightCycler®, SeptiFast Lysis kit és MagNa Lyser
Green beads — alkalmaztunk. Tovabba a sejtek feltarasahoz standard laboratoriumi vortexet (10
perc 10-es fokozaton vagy 3 perc 10-es fokozaton) és/vagy MagNa Lyser (30 masodperc 5000
rpm) késziiléket hasznaltunk. A sejtek feltardsdhoz a mintakbol a sejtszsuszpenzid esetében
250puL-t a direkt lizis esetében 250 mg alkalmaztunk. Az sejtfeltarast kovetden a mintakat
16000 g-n 1 percig 4°C-on centrifugaltuk, ezutan a feliiliszot atpipettaztuk egy steril eppendorf

csoObe.

Kémiai Lizis: A kémiai lizis esetében ATL, ATL+Inhibitex tablettat és BLB lizis puffert
hasznaltunk. A sejtek feltarasdhoz a sejtszsuszpenzid esetében 250uL-t a direkt lizis esetében
250 mg alkalmaztunk. Az sejtfeltarast kovetéen a mintakat 16000 g-n 1 percig 4°C-on

centrifugaltuk, ezutdn a feliiluszot atpipettaztuk egy steril eppendorf csébe.

Kémiai és mechanikai lizisek kombinacidja: Kisérleteink soran a sejtfeltaras hatékonysaganak

novelése érdekében vizsgaltuk a két alapvetd lizis egyiittes hatasat is a mikrobiom taxondmiai



profilozasara is. Ebben az esetben az altalam fentebb részletezett mechanikai és kémiai lizisek

kombindcioit hajtottuk végre.

3.1.4 DNS izolalas
Automatizalt rendszerii izolalo robot: Kutatasunk soran a bélsarmintakbol automatizalt

robotikus DNS izolalast is alkalmaztunk MagNa Pure 24 késziiléken. Az izolalashoz Pathogén
200 (200 pL kezdeti minta térfogat) és Pathogen 1000 (500 pL kezdeti minta térfogat)

protokollokat alkalmaztunk a gyart6 utasitdsai szerint.

DNS tisztito kit hasznalata: A bélsarmintakbol torténé 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 (I5.3) alkalmaztunk a gyart6 utasitasai
szerint. Az izoldldsokat sejtszuszpenzion €s 250 mg kiindulési térfogati bélsdr mintan is

elvégeztiik minden esetben.

Konvencionalis fenol-kloroform-izoamil alkoholos DNS izolalas: A bakterialis DNS
izolalasdhoz konvencionalis fenol-kloroform-izoamil alkohol (25:24:1) moédszert is
alkalmaztunk. Ennek soran minden esetben 800 pL sejtlizaitumhoz 800 uL molekularis
tisztasagi fenol-kloroform-izoamil alkoholt adtunk. A mintdkat alaposan vortexeltiik
koriilbeliil 20 masodpercig, majd inkubaltuk harom percig szobahén. Ezutan a mintékat 10
percig 16 000 g-n 4 °C-on centrifugaltuk. A centrifugalast kovet6en a vizes fazist atpipettaztuk
steril DN4z, RNaz mentes eppendorf csovekbe. A DNS precipitacidja 1 uL 20 pg/pL glikogén,
7.5 M ammonium-acetat (0,5X térfogat egység) és 100 % etanol (2,5 X térfogat egység)
hozz4adasaval tortént -20°C-on egész éjszakas inkubacid soran. Méasnap a mintakat 10 percig
16 000 g-n, 4 °C-on centrifugaltuk és a feliiluszot eltavolitottuk, majd a DNS-t kétszer 500 pL
70 %-o0s etanollal mostuk. Ezt kdvetéen a DNS-t steril laminaris fiilke alatt szaritottuk, és 30

pL steril nukledz mentes vizben feloldottuk. A mintdkat - 20°C-on taroltuk.

3.1.5 Az izolalt gDNS mintak magneses gyongy alapu ujra tisztitasa sikertelen amplikon
PCR-t kévetden

Bizonyos DNS izoldtumok esetében az amplikon PCR sikertelen volt az Agilent 4200
TapeStation automatizalt mikrokapillaris gélelektroforézis késziiléken torténd mérés alapjan.
Feltételeztiik, hogy az izolatumok PCR inhibitorokat tartalmaztak, ezért a mintakat tisztitottuk

magneses elven alapuldo KAPA Pure gyongyokkel a gyart6 altal javasolt protokoll alapjan.

A tisztitast kovetden az amplikon PCR sikeres volt, a DNS veszteség is minimalis volt (<10%).



3.2 Természetes eredetii bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok hatasanak
vizsgalata broiler csirkék bél-mikrobiota osszetételére és diverzitasara

Kutatdsunk masik {6 targyat képezte a kiilonb6zd természetes bioaktiv komponensekben
gazdag hatoanyagok (karotinoid, fruktooligszacharid, szimbiotikum, antocianin) hatasanak
vizsgalata a mikrobiom Gsszetételére és diverzitasara broiler csirkében (Ross 308). Kiilonboz6
természetes hatoanyagokat tartalmazé takarmanyokkal etettiik az éllatokat. Bélsar mintat
gytjtottiink toliik, amelyekbdl DNS-t izolaltunk. A DNS izolatumokon 16 S rRNS gén alapu
metagenomikai konyvtarat készitettiink az Illumina konyvtar készitési protokollja alapjan. A
mintainkon kétoldalrdl torténd (paired-end) (2x301 nukleotid) szekvenalast végeztiink Illumina
MiSeq platformon. A kutatasi protokollt a Debreceni Egyetem etikai bizottsaga vizsgalta és
hagyta jova (DEMAB/12-7/2015).

3.2.1 A kisérlet kivitelezése, tartasi koriilmények, 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

crer

véletlenszerlien egyenld aranyban osztottuk szét a kisérleti csoportoknak megfeleléen (60
db/ketrec).
Egy pozitiv (PK) kontroll csoportot és négy darab kezelési csoportot (KAR, FOS, SZIM, ANT)
allitottunk be harmas ismétlésben. Az adalékanyagokat 0.5%-ban adagoltuk az
alaptakarmanyhoz.
e NK: negativ kontroll csoport az alaptakarmanyt kapta hozzaadott hatéanyagok nélkiil
e PK: pozitiv kontroll csoport az alaptakarményt kapta, ami 0,5 %-ban hozzaadott [3-
gliikant tartalmazott
e 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
hozzéaadott szimbiotikumot tartalmazott
e ANT: antocianin kezelt csoport az alaptakarmanyt kapta, ami 0,5% hozzaadott

antocianint tartalmazott.



A broiler csirkék fejlédésiiknek megfelelden 4 fazisu takarmanyt (eldindité (1-9 nap), inditod
(10-21 nap), neveld (22-31 nap) és befejez6 (32-42 nap)) kaptak. A takarmany és az ivoviz ad
libitum allt rendelkezésre. A takarmanyvaltas a technoldgiai utasitasnak megfelelGen tortént. A
broiler csirkék salyat 1, 10, 21, 32 és 42 napos korban mértiik.

A bélsarmintakat négy alkalommal 7, 19, 31 és 40 napon gytjtottiik. Minden kisérleti
csoportbol dsszesen 10 egyedtdl gyijtottiink 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 amelyektél minden alkalommal
vettlink bélsar mintat.

A mintédkat steril DNS, RNS mentes mintataroloba gyiijtottiik, jégen szallitottuk és a
visszaérkezést kdvetden a szarazanyagbol gDNS-t izolaltunk.

3.2.2 Természetes eredetii novényi hatéanyagok eléallitasa

Kutatdsunkhoz hasznalt természetes adalékanyagok eldllitdsit a Debreceni Egyetem
Elemiszertechnologia Intézet kutatoi végezték. Mivel PhD munkam targyat nem képezte ezen
hatéanyagok eldallitasa, ezért dolgozatomban nem fejtem ki az eldallitdsuk részletes
protokoljat.

3.2.3 Mintak homogenizalasa, bakterialis sejtek feltarasa és DNS izolalas

A torzitd technikai tényezdk vizsgélatanak eredménye alapjan legalkalmasabbnak tartott a
minta homogenizalo, sejtfeltard és DNS izolald protokollokat alkalmaztuk a nutraceutikumok

broiler csirkék bél-mikrobiomjara kifejtett hatasanak vizsgélatara.

A mintakbol bakteridlis sejtszuszpenziot készitettiink. Elézetes homogenizalast kdvetden 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 feliiliszokat
Osszegyujtottiik steril 50ml-es csovekbe és a mosasi 1épést haromszor ismételtilk meg. Ezt
kovetden a mintakat ilepitettiik a feliilaszokat 6sszegytijtottiik, majd 30 percig centrifugaltuk
6ket (13000 g), a bakterialis iiledéket pedig minden esetben 5 ml steril PBS pufferrel

szuszpendaltuk fel.

A sejtek feltardsdhoz mechanikai lizist alkalmaztunk. A mintakat Power fecal bead lizis
kerdmia gyongyokre pipettdztuk, majd harom percig maximum fordulatszdmon vortexeltiik
azokat. Ezt kovetden a sejtek feltarasahoz MagNa Lyser (30 masodpercig 5000 rpm-en)
késziiléket alkalmaztunk. A lizatumokat centrifugaltuk 16000 g-n 1 percig, majd a feliiluszot
atpipettaztuk steril eppendorf csébe. A székletmintakbdl konvencionalis fenol-kloroform-
izoamil alkohol (25:24:1) izolalasi eljarassal nyertiik ki a DNS-t (3.1.4 fejezet szerint).



3.3 A DNS izolatumok mennyiségi és mindségi ellenérzése

A DNS mennyiségét €s tisztasagat fotometrias iton Nanodrop ND-1000 késziilékkel hataroztuk
meg. A PCR reakciok el6tt a DNS mennyiségét Qubit 2.0 fluoriméterrel megmértiik, Qubit
dsDNA HS (High Sensitivity) assay kittet alkalmazva a gyart6 utasitasai szerint. A DNS
integritdsanak  meghatdrozasdhoz 4200 TapeStation automatizalt —mikrokapillaris
gélelektroforzis késziiléket, Genomi DNA ScreenTapes és Agilent Genomic DNA reagenst
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mintakat Spg/uL kezdeti térfogatra higitottuk nukleaz mentes vizzel.

3.4 Negativ és pozitiv kontrollok a DNS izolalas és konyvtarkészités hatékonysaganak
vizsgalatara

Annak érdekében, hogy csokkentsiik a laboratoriumi kontaminaciot steril kesztyiit és maszkot
hasznaltunk a mintak gytjtése és a DNS izolalas soran. A DNS izolalasok alkalmaval minden
esetben hasznaltunk negativ izolacios kontrollt, ahol minta helyett nukledz mentes vizen
veégeztik el a DNS izolalast, az esetleges kornyezeti kontaminacio kiszlirése végett. Az
izolacids kontrolokon elvégeztiik a konyvtarkészitési protokoll minden 1épését. A gazda hattér
DNS szennyezés meghatarozasahoz az izolalt DNS mintakon kvantitativ valos idejli polimeraz
lancreakciot végeztiink (RT-PCR) Roche LightCycler 480 System késziiléken glicerinaldehid-
3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) primert hasznalva. A szekvenalas minéségi ellendrzéshez a
mintankhoz 5% PhiX kontrolt alkalmaztunk. Az izolalasokat steril vagy sterilizalt eszkdzokkel
nukleaz mentes eppendorfokkal II tipusii lamindris fiilkében végeztilkk, a kornyezeti

kontaminaci6 elkeriilése céljabol.

3.5 A 16 S rRNS gén metagenomikai konyvtarkészités (V3-V4 régio amplifikalasa) és
szekvenalas

16 S rRNS gén alapu metagenomikai konyvtarat készitettiink az Illumina (Illumina) konyvtar
készitési protokollja alapjan. Ennek sordn 16 S riboszémalis RNS gén V3 és V4 hipervariabilis
régidit célzottan amplifikaltuk. Az alkalmazott primerek 5° vége egy tilnylo részt tartalmazott,

amelyhez adaptert kapcsoltunk.

A PCR reakciot Roche LC480 II-es késziilékkel végeztiik a protokoll szerinti hdmérsékleti
paraméterekkel. PCR reakcidt kovetden a mintdinkat KAPA Pure gyongyokkel tisztitottuk
(primer dimer eltavolitasa) és méret szerint (~550 bp) szétvalasztottuk. A PCR reakcid

mindségét és az amplikonhosszt (~550 bp) Agilent TapeStation késziilékkel ellendriztiik.
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Az amlikon PCR-t kdvetden a mintaink indexalasat végeztiik el. A PCR reakcio mindségét és

az amplikonhosszt (~630 bp) Agilent 4200 TapeStation késziilékkel ellendriztik a gyartd
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fluorometridas dsDNA assay kittet hasznaltunk. A konyvtarunkat 4nM-os koncentraciora
higitottuk ki, majd 0,2 M NAOH oldatot adtunk hozz4, ezt kovetden 1 percig vortexeltiik és 5
percig szobah6n allni hagytuk (ennél a 1épésnél denaturalodik a DNS). A konyvtarat 4pM-0S
koncentraciora higitottuk hibridizacios pufferrel. A szekvendléas hatékonysagéanak ellendrzésére
PhiX kontrolt is alkalmaztunk. A PhiX konyvtarat 4 nM-os koncentraciora higitottuk, ezt
kovetden 5 ul 4nM-os PhiX konyvtarhoz 5 ul 0.2M-0s NaOH oldatot adtunk. A mintat
vortexeltiik, majd szobahdn inkubaltuk 5 percig. A PhiX konyvtarat 4pM-os koncentraciora
higitottuk. A kdnyvtarakat egybeontdttiik az aldbbiak szerint, 30 pl higitott és denaturalt PhiX
konyvtarat mértiink 570 ul higitott és denaturalt amplikon (minta) konyvtarhoz. Az oldatot
vortexeltiik, majd 96°C-on inkubaltuk 2 percig, ezt kovetéen a mintat jeges vizflirdében
inkubaltuk 5 percig, majd az Illumina MiSeq reagens kazettaba betoltottik. llumina MiSeq

platformon ,,paired-end” szekvenalast (2x301 nt) végeztiink.

3.6 Bioinformatikai analizis

A nyers adatok feldolgozasanak elsé 1épése a mindségi ellendrzés és a konyvtarkészitésnél
hasznalt indexszekvencidk levagasa. Ezt a folyamatot az Illumina MiSeq szekvenald
platformba integralt szoftver végzi. A szekvenalas eredményét FastQ formatum tartalmazza,
amit a Qiime 2 (ver 2019.7) programba importaltunk (az ,,Atacama Soil microbiome” oktatd
anyag instrukcidi szerint). A legfontosabb mindségi paramétereket ellendriztilk, mint a
leolvasasok szama, atlagos mindsége, a leolvasott bazisok pozicid szerinti mindségi eloszlasa,
valamint a GC bazisok ardnya. Az adapter szekvencidk (CTGTCTCTTATACACATCT)
jelenlététét is vizsgaltuk és ha maradt még az olvasatokban (3 vég) akkor levagtuk (trimming)
azokat a Qiime 2 programba integralt Cutadapt szoftvert alkalmazva. Az alacsony mindéségii

bazisok levagasara dada 2 szoftver hasznaltunk.
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A tobbszoros szekvencia illesztést Mafft szoftwerrel végeztiik, a szekvenciakat Silva (ver132)
¢s GreenGenes (verl3_8) referencia adatbazisokhoz illesztettiik. A filogenetikai fat a fastTree

program alkalmazasaval készitettiik el.

Az alfa és beta diverzitasi adatokat a qiime 2 szoftver segitségével kaptuk meg. A béta
diverzitdsi matrixokat (PCoA) Emperor program segitségével készitettik el. Az abrak

elkészitéséhez R és Phython programokat alkalmaztunk.

3.7 Szekvenalasi nyersadatok elérhetésége

Az elemzések soran felhasznalt Osszes szekvenciaadat a ,,Sequence read Archive” (SRA)
honlapra  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)  keriilt  feltdltésre  PRINA633979  és
PRINAS533250B néven.

3.8 Statisztikai analizis

Az adatokat GraphPad Prism (Graph-pad V8szoftver, San Diego, CA) statisztikai szoftver
segitségével elemeztiik. A vizsgalt valoszinliségi valtozok esetében Shapiro-Wilk teszttel
ellendriztiik, hogy az adatok a normalis eloszlast kdvetik-e és alkalmazhatd-e varianciaanalizis
a csoportatlagok Osszehasonlitdsara. P<0,05 értéket tekintettilk szignifikansnak. A nyers
adatokat atlag és + szoras formaban adtuk meg. Az alfa diverzitas esetében a kiilonbségeket
Kruskal-Wallis teszttel hataroztuk meg. A csoportok kozotti béta diverzitas kiilonbségét
,Permutational multivariable of variance analysis” (PERMANOVA) pszeudo F statisztikai
teszttel hatdroztuk 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 (t6bbszords Osszehasonlitas) vizsgaltuk a kiilonbségeket.

4. Eredmények

4.1 A szekvenalas eredményét torzito technikai tényezok hatasanak vizsgalata

Kisérleteinket a kiilonb6z6 DNS izoldlasi moddszerek 16 S rRNS gén alapi amplikon
szekvenalas (Illumina MiSeq platformon) eredményére kifejtet hatdsanak vizsgéalataval kezdtiik
meg. Munkank soran optimalizaltuk a kiilonbdzé modszereket, vizsgaltuk a DNS kinyerési
hatékonysagukat, valamint a szekvenalas eredményeként kapott mikrobialis konzorciumok

Osszetételét diverzitasat. Meghataroztuk az egyes modszerek elonyeit €s hatranyait.
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4.1.1 A Kkiilonb6zé6 metagenomikai DNS izoldlasi médszerek hatiasa a DNS hozamra,
mindségre és a biodiverzitasi mutatokra

A 16 S rRNS gén alapu amplikon szekvenalas eredményét szamos tényezd befolyasolhatja.
llyen tobbek kozott a nukleinsav kinyerésének hatékonysaga (DNS mennyiségi, mindségi

paraméterei).

Munkénk els6 részében azt vizsgaltuk, hogy a bélsar mintdk esetében a kiillonb6z0 minta
homogenizald, sejtfeltardé ¢és DNS izolalo protokollok alkalmazasa hogyan befolyésolja az
izolalt mintak DNS koncentraciojat (ng/uL), mindségi paramétereit (230/280, 260/280) és az
integritasat (HMW, LMW).

Az izolalt DNS mintak 16,6 %-ban a konyvtarkészités soran alkalmazott amplikon PCR nem
ment végbe. Ezen mintak 87,5%-ban konvencionalis DNS izolalast alkalmaztunk. A sikertelen
amplikon PCR-t kovetéen a mintakat magneses elven alapuld6 KAPA Pure gyongyokkel
tisztitottuk (a veszteség minimalis volt (<10%). Tisztitast kovetden az amplikon PCR sikeresen

végbe ment minden minta esetében.

Kétféle minta homogenizald stratégia a bakteridlis sejtszuszpenzid (BS) és Direkt lizis (DL)
hatékonysagat hasonlitottuk 6ssze. A DL 1,5 X nagyobb DNS kihozatalt (ng/uL) eredményezett
a BS-hez képest, azonban ezzel a moddszerrel a DNS tisztasaga gyengébb volt. A DNS

integritasanak tekintetében nem tapasztaltunk szamottevo kiilonbséget a két mdodszer kozott.

Vizsgéltuk a kiilonbozd sejtfeltaré modszerek hatékonysagat is, mint a kémiai, mechanikai és
ezen lizisek kombinacioit is. A harom féle lizis Osszehasonlitdsa soran nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget a DNS koncentracidja, tisztasdga és integritasa tekintetében. Az
adataink alapjan azonban elmondhatd, hogy a mechanikai és kémiai lizisek kombinacidjaval

nagyobb DNS kihozatal és tisztasag érhetd el a tobbi sejtfeltaro modszerhez képest.

Kisérleteink soran kiilonboz6 DNS izolald modszerek — a MagNa Pure 24 automatizalt
rendszer(i izolalo robot, harom kereskedelmi forgalomban beszerezheté Qiagen izolalo kit és
fenol-kloroform-izoamilalkohol (25:24:1) elven alapulé konvencionalis izolalasi technikak —
hatékonysagat hasonlitottunk 6ssze. A konvencionalis DNS izolalasi modszer eredményezte a
legnagyobb DNS-hozamot (P <0,0001). Azonban ennél az izolalasi modszernél azokban a
mintdkban, ahol a minta homogenizaci6 direkt lizissel tortént ott rosszabb DNS mindségi
paramétereket kaptunk. A MagNa Pure 24 automatizalt robotikus platform nagy mennyiségii

¢€s jo mindségli DNS kinyerésére volt alkalmas.
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A Qiagen kitek alkalmazasa eredményezte a legalacsonyabb DNS koncentraciot, ellenben a
DNS mindsége ezzel a modszerrel bizonyult a legjobbnak. A kiilonb6zd izolalasi technikak
kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a DNS integritasa (nagy molekulastlyt (high
molecular weight, HMW) (DIN > 4,5) és a téredezett kis molekulasulyu (low molecular weight,
LMW) (DIN <4,5)) kozott.

Mivel a széklet komplex ¢s kiemelkedd mikrobidlis diverzitassal rendelkezé matrix, szamos
olyan komponenst tartalmaz, ami az enzimatikus PCR reakciok végbemenetelét gatolhatja.
Ezek a PCR inhibitorok a DNS izolalasa soran egyiitt extrahaldédhatnak a minta matrixaval.
Kutatasunk soran kivancsiak voltunk, hogy az altalunk alkalmazott DNS izolalasi
metodikdknak milyen hatasa van a konyvtarkészités soran alkalmazott amplikon PCR
végbemenetelére (sikeriilt, nem sikeriilt). 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. Adataink alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a DNS tisztasadga €s integritdsa nagymértékben befolyasolja az amplikon PCR

sikeres végbemenetelét.

4.1.2 A kiilonb6z6 DNS izolalasi technikak hatasa a szekvenalasi és biodiverzitasi mutatok
értékeire
Kisérleteink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a nukleinsav kinyeréséhez alkalmazott izolalasi

technikék befolyasoljadk-e a 16 S rRNS gén alap amplikon szekvenaldsnal a végeredménykeént

kapott szekvenalasi mutatok és az alfa diverzitasi mérdszamok értékeit.

Az éltalunk alkalmazott kisérleti rendszerben a BS homogenizalt konvencionalis DNS izolalasi
modszer eredményezte a legnagyobb biodiverzitast, kiilondsen a kémiai €s a vegyes sejtfeltaras
alkalmazasaval (kivéve a Faith’s filogenetikai diverzitasi index esetében). A BS kapcsolt
QIAamp DNA Stool Mini Kit médszer esetében kaptuk a legmagasabb Faith’s filogenetikai
diverzitasi mutatot. Az QlAamp Power Fecal DNA és DNeasy PowerSoil Kit modszerek
eredményezték a legalacsonyabb diverzitasi értékeket és ezzel ellentétesen a legmagasabb read

és nem-kiméra read szamot.

A MagNa Pure 24 automatizalt DNS izolalé robot Pathogen 200 protokoll alkalmazasanal
magasabb diverzitasi és szekvenalasi értékeket tapasztaltunk, mint a Pathogén 1000 protokoll
estében. Tovabba, konvencionalis izolalas utan a Pathogen 200 protokoll esetében kaptuk a
legmagasabb diverzitasi mutatokat (Chao-1, Shannon és Simpson). A DL homogenizalt

mintak tekintetében is jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a kiilonb6zé modszerek kozott.
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A konvencionalis kémiai lizissel tarsitott DNS izoldld6 modszer estében kaptuk a
legalacsonyabb biodiverzitasi értékeket. Erdekes, hogy ugyanezen modszer sejtszuszpenzioval
tarsitott mintahomogenizalassal a legjobb eredményt érte el. A Pathogén 200 protokoll a

legmagasabb diverzitasi értékeket, ugyanakkor a legkisebb read szamot eredményezte.
4.1.3 A metagenomikai DNS izolalé6 modszerek hatasa a béta diverzitasi mutatokra

Kutatasunk soran vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé DNS izolaldo mddszerek hogyan befolyasoljak
a mikrobidlis béta diverzitdsi mutatokat. A kozdsségek egymaskozotti valtozatosaganak
meghatarozasahoz f6 koordinata elemzést (principal coordinates analyses, PCoA) végeztiink.
A mintdk kozotti tdvolsagmatrix kiszamitdsahoz Bray-curtis analizist alkalmaztunk. A {6
koordinata elemzés 6t klasztercsoportot eredményezett (klaszterl - klaszterS) kiilonb6z6 térbeli
koordinacidkkal. Az egyes klasztereken beliili adatok valamilyen dimenzid szerint hasonlitanak

egymashoz, és e dimenzié mentén kiilonbdznek a tobbi klaszter elemeitdl.

A homogenizacids stratégiak alkalmazasa esetében kiilonbozd klaszter csoportokat hataroztunk
meg a BS (1., 2., 3. klaszter) és a DL (4., 5. klaszter) mintak esetében. Altalanosagban
elmondhato, hogy az altalunk alkalmazott lizis protokolloknak nem volt szamottevd hatasuk a
klaszter profilokra, kivéve a MagNa Pure 24-alapu izoldlé6 moddszerrel kapcsolt mechanikai
(klaszterl) és a kevert lizis (klaszter2, 4) alkalmazasa esetében. A konvencionalis és a Qiagen
DNS izolalo kitek tekintetében a kiilonbozo sejtfeltaré protokollok nem befolydsoltak
jelentésen a kozosségi Osszetételek kiilonbségeit. A 3. klaszter szoros Osszefliggést mutat a
baktériumszuszpenziok és a konvenciondlis DNS izoldldé modszerek kozott. Tovabba,
megfigyeltiik, hogy az altalunk alkalmazott izolacios Kiteknek nem volt prominens hatasa a béta
diverzitasi profilokra. A robotikus MagNa Pure 24 izoldld6 modszerek esetében harom
kiilonbozo klasztert azonositottunk (klaszterl, 2, 4). A 2. klaszter mintai kizarélag BS kapcsolt

MagNa Pure 24 izolalo robot Pathogen 200 protokollal izolalt DNS mintakbdl szarmaznak.

A bélsar mintak mikrobidlis kozosségei kozotti kiillonbségek meghatarozasdhoz kvantitativ
(Bray-Curtis, stlyozott UniFrac) és a kvalitativ (Jacquard, stlyozatlan UniFrac) béta diverzitasi
analiziseket végeztiink. Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a kiilonb6z6 minta
homogenizacios stratégiak jelentdsen befolyasoljak a mikrobidlis kozosségek kozotti
kiilonbséget. A BS és a DL homogenizalt mintak szignifikdnsan kiilonbéznek egymastol. A
sejtfeltaro protokollok koziil a mechanikai és kombinalt lizisek alkalmazasa esetében figyelhetd
meg szignifikdns kiillonbség. A kiilonb6zd DNS izoldldé moddszerek kozott szamottevd

kiilonbségeket talaltunk a statisztikai analizis soran.

14



4.1.4 A kiilonbo6zo lizis protokollok hatasa az alfa diverzitasi mutatok értékeire

Vizsgaltuk a kiilonb6zd lizis protokollok hatdsat a Faith’s filogenetikai diverzitdsi mutatd
értékeire. A mechanikai és kémiai lizisek kombinacidja szignifikdnsan magasabb értéket
eredményezett, mint a kémiai, illetve mechanikai lizisek 6nmagukban. A Shannon és a Chao-1
alfa diverzitasi értékek esetében is ugyanez a tendencia figyelhetd. A Simpson diverzitasi index
esetében nem tapasztaltunk kiilonbséget az egyes bakteridlis sejtek feltarasara alkalmazott
lizisek 6sszehasonlitasa. Eredményeink alapjan 6sszeségben elmondhat6, hogy a mechanikai
¢s kémiai lizisek kombinécidja eredményezte a legmagasabb alfa diverzitdsi mutatokat

Osszehasonlitva a tobbi sejtfeltaro technikaval.

415 A bakterialis sejtfeltaro protokollok hatasa a DNS hozamra, tisztasagra és a

kozosségi diverzitasi mutatokra

Osszehasonlitottuk a mechanikai és kémiai lizisek esetében alkalmazott kiilonbdzd protokollok

amplikon PCR végbemenetelére és a Shannon ¢és a Faith’s filogenetikai diverzitasi mutatokra.

A mechanikai lizis sordn a sejtfeltarashoz kiilonb6z6 kereskedelmi forgalomban kaphatd lizis
gyongyok (PowerFecal, SeptiFast és Green beads) hatdsait hasonlitottuk Ossze. A kémiai
lizishez ATL, BLB, valamint InhibitEx tablettat ATL pufferben beoldva alkalmaztunk. Azt
tapasztaltuk, hogy a kiilonb6z0 lizis gyongyok megvélasztdsa nem eredményezett
statisztikailag kimutathatd szignifikans kiilonbséget az altalunk vizsgalt paraméterekre.
Azonban a mért adatokbol elmondhatd, hogy a SeptiFast lizis gyongyok alkalmazasaval tudtuk
a legnagyobb mennyiségii DNS-t kinyerni.

Szamottevd kiilonbség figyelheté meg tovabba a DNS mennyiségében a mechanikai €s a

kémiai lizisek alkalmazasa kozott.

A kémiai lizis esetében az ATL puffer alkalmazasa soran kaptuk a legmagasabb DNS

koncentraciot.

Az InhibitEX tabletta elokezelése meglehetdsen j6 mindségi tisztitott DNS-t eredményezett,
amelyek 0sszességében pozitiv hatast gyakoroltak a PCR reakciok sikeres végbemenetelére,
azonban ezzel a mddszerrel alacsony mennyiségli DNS-t kaptunk. Tovabba, az InhibitEX
tabletta alkalmazasa alacsonyabb Shannon diverzitasi indexet eredményezett, mint az ATL és

BLB puffer alkalmazasa.
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Mind az ATL, mind a BLB pufferek haszndlata nagy mennyiségli DNS kinyerését

eredményezte, ami magas alfa diverzitasi értékekkel tarsult.

4.1.6 A Kkiilonb6zé DNS izolal6 metagenomikai stratégiak alapvetoen befolyasoljak 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. A Direkt (DL) és indirekt (BS) mintahomogenizald
stratégiak jelent6s kiilonbségeket eredményeztek ugyanazon modszerek alkalmazasa soran a

bakterialis profilokban.

A DL moédszerrel homogenizalt mintak esetében a kiillonbozd sejtfeltard technikak ugyanazon
Gram megoszlasokat eredményezték. A DNS izoldld6 modszerek Osszehasonlitdsa soran

kiilonb6z6 Gram eloszlasokat figyeltiink meg.

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

baktériumok.

A BS mintdk esetében a mechanikai lizis kiegyensulyozott Gram-pozitiv és Gram-negativ
aranyokat eredményezett. Az automatizalt robotikus és a konvencionalis DNS extrakcios

modszer esetében ugyanazon Gram aranyokat figyeltiink meg.

A minta homogenizalasanak megvalasztasa nem fejtett ki jelentds hatast a székletbaktériumok

Gram-eloszlasara, amikor a DNS-t szilicium-dioxid-oszlopon alapulé modszerekkel nyertiik ki.

4.1.7 A Kkiilonb6zé DNS izolalasi technikak hatiasa az egyensilyi (core) mikrobiom
osszetételére
Kisérleteink soran vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé modszerek hogyan befolyasoljak a mintaban

taldlhaté ,,core” mikrobiom Osszetételét. A ,core” mikrobiom eloszldsdnak komplex

Osszehasonlitasat torzs €s osztaly rendszertani kategoridban végeztiik el.

A kiilonb6z6 minta homogenizaldé moddszerek (BS, DL) kifejezett kiilonbségeket
eredményeztek a ,,core” mikrobiomot alkoté baktériumok relativ mennyiségeiben. A DL
homogenizalas a Gram-pozitiv Firmicutes torzs hatékony kivonasat eredményezte (DL: 81,4%,
BS: 60%). A BS alkalmazasaval 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.
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Verrucomicrobia mennyisége szignifikdnsan magasabb volt a BS kapcsolt kevert lizis (L3)
(BS: 1,27%, DL: 0,18%) és konvencionalis DNS izolalas (16) (BS: 2,62%, DL: 0,3%) esetében,
mint ugyanezen modszerek DL homogenizalt mintaiban. Az Actinobacteria (DL: 1,14%, BS:
1%) és a Tenericutes (DL: 0,2%, BS: 0,16%) baktérium torzsek kzott szamottevo kiillonbségek

nem mutathatok ki a killonb6zo modszerek kozott.

Osztaly taxonomiai szinten a Bacilli, Bacteroidia, Clostridia és Gammaproteobacteria relativ
mennyiségeiben figyeltiink meg szamottevo kiilonbséget a kiilonbdzé minta homogenizalo
modszerek hatasara. 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 figyelhetd meg (DL: 56%, BS:25,54%). A kiilonb6zd sejtfeltard és DNS

izolalé modszereknek nem volt jelentds torzitd hatisa az egyensilyi mikrobiom Osszetételére.

4.1.8 A metagenomikai DNS izoldlo médszerek eltéré hatast gyakorolnak a Kiilonb6z6
bakterialis taxonok feltarasara
Kutatasunk soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az egyes DNS extrakcios modszerek,

mely baktériumfajok kimutatdsdra alkalmazhatéak a leghatékonyabban. Ennek
megvalaszolasara értékeltiik a kiilonbozé DNS izolalasi technikédk hatdsait a mikrobialis
okoszisztéma Osszetételére a minta homogenizalé (DL vs. BS) modszerek fliggvényében.
Kisérleteink soran Osszesen 8 torzs, 15 osztaly, 29 rend, 47 csalad, 72 nemzetség és 22 faj
mennyiségi kiilonbségeit kovettiik nyomon. Jelent6sen eltér6é taxonomiai profilokat kaptunk,
amikor a DL és a BS homogenizalt mintak részhalmazait Osszehasonlitottuk. Tovabba, a
kiilonbozd izolacids stratégidk is szdmottevd kiilonbségeket eredményeztek a mikrobialis
okoszisztémat alkotd baktériumok relativ frekvencia mennyiségeiben. Az automatizalt
rendszeri MagNa Pure24 izolalo robot pathogén 200 és 1000 protokollok 6sszehasonlitasa

soran nem tapasztaltunk szamottevd kiilonbséget a mintak bakterialis 6sszetételében.

A DL kapcsolt MagNa Pure24 izolalo robot alkalmazasa az Actinobacteria, Firmicutes,
Tenericutes (torzs), Actinobacteria (osztaly), Bifidobacteriales (rend), Bifidobacteriaceae
(csalad), Bifidobacterium (nemzetség) kimutatasara volt a legalkalmasabb. A BS kapcsolt
MagNa pure24 izolal6 robot hatékonynak bizonyult a Bacteroidetes, Epsilonbacteria (t6rzs) a
Lachnospira, Anaerofilum, Oscillibacter, Oscillospira, Bacteroides, Coprobacter,
Butyricimonas, Alistipes (nemzetség) baktériumok kivonasara. A konvencionalis izolalasi
technikak esetében a kiilonb6z0 mintahomogenizald ¢és sejtfeltard technikdk jelentdsen

befolyésoltak a médszer hatékonysagat a bakterialis filotipizalas tekintetében.
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A BS kapcsolt konvencionalis izolalasi technikak alkalmazasa szamtalan baktérium
eredményes kivonasara alkalmazhato (mint példaul Bacteroidetes, Epsilonbacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia (torzs) 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 beszerezhetd Qiagen izolalo kitek
hatékonysagat is. Azt tapasztaltuk, hogy a DNS izolacios kitek alkalmazasa nem eredményezett

jelentds kiilonbségeket az egyes bakterialis taxak meghatarozasa soran.

4.1.9 Taxonomiai adatbazisok hatasa a szekvenalas felbontoképességére
DNS izolalasi modszerek mellett az in silico bioinformatikai elemzések technikai vonatkozasai

is jelentds torzitdsokat vezethetnek be a mikrobialis konzorciumok 0Osszetételének
meghatarozasa soran. Munkank soran két referencia adatbazist a GreenGenes-t (GG) és a Silva-
t (S) hasonlitottuk 6ssze. Mindkét referencia adatbazis az olvasatok (read) tobb mint 99%-4t
sikeresen besorolta torzs, osztaly és rend taxondmiai szinten. Csaldd szinten a két adatbazis
koziil a Silva alkalmazéasaval atlagosan tobb olvasatot tudtunk azonositani (97,95 + 2,03%),
mint a GreenGenes (90,28 + 2,84%) esetében. A kiilonbség nemzetség szintjén jelentdsebb volt,
ahol a Silva adatbazis az olvasatok 95,99 + 1,42%-4t, mig a GG 78,86+ 5,8%-4at tudta
azonositani. Kivancsiak voltunk, hogy a kiilonb6z6 mintahomogenizacidés és DNS izolald
stratégidknak van e szadmottevd hatasa az adatbdzisok rangsoroldsi képeségére. A Silva
adatbazis estében a minta feldolgozasanak megvalasztasa (BS kontra DL) nem volt szignifikdns
hatéssal a rangsorolt olvasatainak ardnyara csaladd és nemzetség taxondmiai szinten.

Ellenben a faji szintli azonositas soran a BS mintak (14,42%) esetén az olvasatok nagyobb
szdzalékat tudtuk sikeresen beazonositani, mint a DL homogenizacidé (9,16%) esetében.
Vizsgaltuk a sejtlizal6 protokollok hatékonysagat is. Azt tapasztaltuk, hogy csalad és nemzetség
szinten nincs jelentds kiilonbség a sejtfeltard protokollok kdzott. A metagenomikai DNS izolalo
moddszer megvalasztasa nem befolyasolta szignifikdnsan az azonositott read szamokat. A
GreenGenes adatbazis esetében a mintahomogenizald stratégidk szamottevo kiillonbségeket
eredményeztek a beazonositott olvasatok szamaban. A DL homogenizalt mintdknal az
olvasatok nagyobb szazalékat tudtuk beazonositani, mint a BS homogenizalt mintdk esetében.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a sejtfeltaras megvalasztasa jelentdsen befolyasolta
az azonositott read-ek mennyiségét.
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Az Aaltalunk alkalmazott kisérletes rendszerben a mechanikai sejtfeltarassal kaptuk a
legrosszabb eredményt nemzetség és csalad taxonomiai szinten. A faji szintii azonositas
esetében pedig a vegyes lizis teljesitett a legrosszabbul. Vizsgaltuk a kiilonb6z6é metagenomikai
izolalasi stratégiak hatékonysagat. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a Qiagen izolalo
Kitek alkalmazasaval értiik el a legjobb eredményt minden taxonémiai szinten, utana pedig a
konvencionalis DNS izolalas kovetkezett. Figyelemre mélto kiillonbségeket 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 Osszefliggést az azonositott fajok szamaval. A Silva és GG 0sszesen 87 fajt tudtak
azonositani, ezek koziil 13 olyan faj volt, amelyet mindkét adatbazis azonositott. A két
adatbazis altal azonositott 30 legelterjedtebb faj koziil 4 olyan faj (Lactobacillus vaginalis,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus pontis, Bacteroides uniformis) volt, amelyek mindkét

adatbazisban hasonl6 relativ frekvencidval megtalalhatok.

4.2 Természetes eredetii bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok hatasanak
vizsgalata a broiler csirkék bél-mikrobiota 6sszetételére és diverzitasara
Kisérleteink masodik felében a kiilonb6zd természetes bioaktiv komponensekben gazdag

nutraceutikumok (antocianinok, szimbiotikumok, karotinoidok, fruktooligoszacharidok)
hatasainak vizsgalatat végeztiik el a mikrobiom Osszetételére és diverzitasara broiler csirkében

(Ross 308).

4.2.1 A nutraceutikumok hatasa a madarak sulygyarapodasara
Kutatasunk soran vizsgaltuk a nutraceutikumok hatdsat a madarak névekedési teljesitményére.

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 kontroll csoportok [negativ kontroll
(NK), pozitiv kontrol B-gliikan (PK)] 6sszehasonlitasakor.

Azonban a madarak produktiv élettartamanak végére mérsékelt, de nem szignifikans
testtomegcsokkenés figyelhetd meg az antocianin tartalma takarmanykiegészités (ANT
2590+ 264 g) hatasara az NK csoporthoz képest (2758 + 222 g).

4.2.2 Mikrobiom sulykorrelacio

¥4

Az allatok bél-mikrobiotajaban 6sszefliiggéseket figyeltiink meg a sulygyarapodassal 11 rend
esetében, a kiilonb6zo fejlodési novekedési szakaszokban (eldinditd, inditd, neveld, befejezd)

és a kezelések (NK, PK, KAR, FOS, SZIM, ANT) hatasara.
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A Bacillales, Clostridiales, Corynebacteriales, Enterobacteriales, Micrococcales, Rhizobiales
esetében kozepesen pozitiv (életkor- és/vagy kezelés-specifikus) asszociaciot talaltunk a

testtomeggel (r érték > 0,4).

Vizsgaltuk az életkor hatdsat a bélbaktériumok és a sulygyarapodas kozotti 6sszefiiggésekre. A
broiler csirkék fejloddési stddiumanak kezdetén 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 mutatod
baktériumot a testsullyal, Clostridiales (r>0,57), Corynebacteriales (r>0,47), Micrococcales
(r>0,53), Rhizobiales (r>0,57). Az allatok fejlédési stadiumanak a végen csak gyenge pozitiv
korrelaciot tudtunk azonositani a baktériumok és a teststily kozott. Ellenben a Rhizobiales
(r>0,57) baktérium és a teststly kozott negativ korrelaciot figyeltiink meg az allatok novekedési

fazisanak a végén.

Munkank sordn vizsgéltuk a nutraceutikumok hatasat ezen rendek és a teststly kozotti
korrelacio értékeire. Az NK csoport esetében nem kaptunk jelentds Osszefligéseket a
baktériumok és a teststly kozott. A PK csoport esetében pedig mérsékelt negativ (r érték <-0,4)
korrelaciot talaltunk a testsuly 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
mérsekelt 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 teststly kozott.

4.2.3 A kiilonbozo kisérleti paraméterek (madarak életkora és nutraceutikum kezelés) és
a bél-mikrobiom diverzitasa kozotti osszefiigések 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
fiiggvényében. Az alfa diverzitas esetében a Faith filogenetikai, Chao-1, Shannon és Simpson
diverzitasi indexeket alkalmaztuk a broiler csirkék GIT-mikrobidta fajszamanak,
gazdagsaganak és egyenletességének meghatarozasara. Egy altalanos novekedési tendencia
figyelheté meg a mikrobidlis 6koszisztéma diverzitasi mutatéiban egészen a madarak 31 napos

koraig, ezt kovetden a diverzitési értékek csokkennek.

Az Aaltalunk alkalmazott kisérleti rendszerben a természetes hatdanyagok pozitiv hatasat

fedeztiik fel az allatok ndvekedési fazisanak a végén a kontroll csoport egyedeihez képest.
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Ez a pozitiv hatas a Faith filogenetikai diverzitas esetében szignifikans volt a FOS, SZIM ¢és
ANT kezelés hatasara 6sszehasonlitva az alapdiétat kapo csoportokkal. A Shannon és Simpson
diverzitasi indexek esetében nem mutattunk ki szignifikans valtozast a nutraceutikumok
hatasara az NK csoporthoz képest. Azonban elmondhatd, hogy a Faith filogenetikai diverzitasi
mutatd esetében leirt diverzitdsi trendek ezen diverzitdsi mérdszamok esetében is
megfigyelhetdek, szignifikans kiilonbség nélkiil. A legnagyobb kozosségi diverzitasi értéket az

allatok 31 napos koraban a karotinoid szuplementalt csoportban mértiik.

Kutatasunk tovabbi targyat képezte a kiilonb6z6 természetes hatdbanyagok és az allatok koranak
hatasara bekovetkezo valtozasok vizsgalata a béta diverzitasi mérészamok értékeire. A tavolsag
alapu kiilonbségi matrixok azt mutattak, hogy az allomany fejlédése lényeges befolyast
gyakorolt az altalanos kozosségbeli eltéréseire igy a kozosségek diverzitasanak fokozatos
novekedése a GIT-mikrobidta megndvekedett heterogenitasaval jart egyiitt. A nutraceutikumok
alkalmazasanak nem volt jelentds hatisa az allatok béta diverzitasi értékeire. Eredményeink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az életkor kifejezettebb kozdsségi eltolddast

fejtett ki, mint az étrend.

4.2.4 A madarak koranak és a nutraceutikum kezelések hatasanak vizsgilata az
egyensulyi ,,core” mikrobiom 6sszetételére
Kutatasunk soran vizsgaltuk, hogy milyen bakteridlis taxak alkotjdk a madarak egyensulyi

mikrobiomjat és hogy a kiilonb6zd kisérleti beallitdsok hogyan befolyasoljdk azok relativ
mennyiségeit. A kiinduldsi GIT-mikrobidta Osszetétele az allatdllomany dinamikus egyensulyat
tikkrozi. A ,,core” mikrobiom Osszetételét rend €s nemzetség taxondmiai szinteken hataroztuk
meg, Ugy, hogy azokat a bakteridlis taxonokat vettiikk figyelembe, amelyek az 6sszes minta

legalabb 50%-ban képviseltetik magukat.

A 16 S rRNS gén alapu amplikon szekvenalas eredménye alapjan a kiilonbozé kisérleti
paraméterck esetében a prokariota doménen beliili f6bb rendek és nemzetségek azonosak
voltak, de a relativ mennyiségekben eltérések figyelhetéek meg. Az éallatok kora és a kiilonbdz6
természetes bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok alkalmazasa Kkifejezett
kiilonbségeket eredményeztek a ,core” mikrobiomot alkoté 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 kimutathat6 baktériuma

volt.
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Az allatok hét napos koraban mértiik a legnagyobb relativ gyakorisagat (97,5% = 3,3%),
valamint a nutraceutikumoknak nem volt jelentés hatasa a mennyiségére. A Clostridiales
kisebb mennyiségben volt kimutathat6 a B-gliikkan (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%) (31napos). 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 egyensulyi mikrobiom 6,6%-at alkotta. Az Enterobacteriales mennyisége az allatok
novekedésével emelkedett, 40 napos mikrobiomban az egyenstlyi mikrobiom 7,1%-4t alkotta.
Legnagyobb mennyiségét (NK: 9,2 %) a kontroll alaptakarmannyal etetett allatok mintaiban

mértuk.

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 egyensulyi mikrobiomjaban. A Lactobacillus
egyértelmi dominanciat mutatott a kisérlet soran, legmagasabb szintjét a karotinoid kezelt 31
napos allatokban (KAR:79%=+0,6) figyeltiik meg.

A nemzetség szintjén az allatok fejlédése fejtette ki a legkifejezettebb hatast az Enterococcus
relativ eléfordulasara. Az allatok korai életszakaszdban ez a nemzetség volt a masodik
legelterjedtebb (7 napos: 34,7% +24,9%), mig az idGsebb 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 novekedett legnagyobb mennyisége a FOS
etetett allatok bél-mikrobiomjaban volt kimutathat6 (38,83%).

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

A Faecalibacterium fontos szerepet jatszik a bél egészségének fenntartisaban. Az allatok
novekedési ciklusanak a vége felé (31 nap) a karotinoid (KAR: 1340,08), szimbiotikum (SZIM:
6,8+0,02) és antocianin (12+0,2) csoportok esetében emelkedett mennyiségét mértiik a kontroll

csoporthoz (NK:3,12% +0,018) képest.
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Turicibacter, Romboutsia baktérium genusok az egyenstlyi mikrobiomot alacsony

mennyiségben alkottak. A nutraceutikum kezelésnek nem volt jelentds hatdsa a mennyiségiikre.

Aerococcus az allatok korai ¢€letszakaszaban (7 napos) nem volt kimutathatd, legnagyobb
mennyiségét a 40 napos (5,8 %) allatok bél-mikrobiomjaban mértilk. A nutraceutikum

kezelésnek nem volt szamottevd hatasa a mennyiségére.

4.2.5 Nutraceutikumok altal okozott mikrobialis ujjlenyomatok
Vizsgaltuk a nutraceutikumok hatasat a bél-mikrobiota 0sszetételére csalad taxonomiai szinten.

A negativ kontrol (NK) és a kiilonb6z6 hatéanyagokkal (PK, KAR, FOS, SZIM, ANT) kezelt
kiilonbozé fejlédési stadiumu madarak Osszehasonlitasakor jelentds kiilonbségeit sikertilt

feltarnunk a taxonomiai 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-gliikan (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. 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 gatld hatassal

volt a Helicobacteraceae (7 nap) és Campylobacteraceae (40 nap) mennyiségére.

A szimbiotikumok (SZIM) hasznalata novelte a Bifidobacteriaceae (teljes produktiv
¢lettartam), a Lachnospiraceae (7 és 40 nap) és a Christensenellaceae (7 és 40 nap)

egyedszamat.

4.2.6 A nutraceutikumok hatasa az SCFA termelé 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, munkéank soran vizsgaltuk a kiilonboz6 természetes bioaktiv komponensekben
gazdag hatdanyagok hatasat az SCFA termeld baktériumok mennyiségi 0sszetételére az allatok

koranak figyelembevételével.
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Ebben a kisérletben az SCFA termeléshez kapcsolddd 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. Tovabba, az antocianin kezelt csoport egyedeiben mennyisége szignifikdnsan

emelkedett az allatok fejlodési stadiumanak a végén (40 nap) kontroll csoporthoz képest.

A Lactobacillus relativ gyakorisagaban bekovetkezett valtozasok inkabb az életkorral, semmint
a nutraceutikum kezelés hatdsdval voltak kapcsolatosak. Az éllatok 7 napos kordban a
Lactobacillus nemzetség szignifikansan magasabb szintet mutatott az alaptakarmanyon etetett,
mint, a Kkarotinoid, fructooligoszacharid és antocianin tartalm takarmannyal kezelt

madarakban.

A Subdoligranulum nemzetség szamottevé emelkedését figyeltilk meg a karotinoid kezelést
kapott 7 napos éllatokban a negativ kontroll csoporttal dsszehasonlitva. A broiler csirkék 40
napos koraban tovabbi szignifikans novekedést tapasztaltunk a Subdoligranulum relativ

gyakorisdgaban az antocianin kezelés kovetkeztében.

A madarak novekedési stadiumanak a kezdetén Streptococcus, Blautia és Ruminococcus
nemzetségek kis relativ gyakorisaggal (<0,25%) voltak kimutathatok a mikrobialis
okoszisztémaban, szintjiik az allatok fejlédésével fokozatosan emelkedett. Az allatok fejlodési
stadiumanak a végén (40 nap) az antocianin kezelés szignifikansan novelte a Blautia és a

Ruminococcus baktériumok relativ mennyiségeit.
A szimbiotikumok jotékony hatast gyakoroltak a Bacteroides populacié mennyiségére.

4.2.7 A nutraceutikumok altal eléidézett kiilonbségek a lipid anyagcserében részt vevo
baktériumok mennyiségében
Kutatasunk targyat képezte a nutraceutikumok hatisanak vizsgdlata a lipid anyagcserében

fontos szerepet betoltd bakteridlis taxak mennyiségi Osszetételére. A Lactobacillus,
Enterococcus, Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides és Peptostreptococcus baktériumok
komplex kapcsolataik altal szabalyozzak a primer epesé szintézist és a gazdaszervezet
masodlagos epesav anyagcseréjében is szerepet jatszanak. Az elsddleges és masodlagos epesav
anyagcserével 0sszefiiggd nutraceutikum kezelés eredetii kozosségi eltolédasok vizsgalatara
taxonomiai hofakat készitettiink. A Bacterodia (osztaly) mennyiségét jelentésen csokkentette
az antocianin (ANT) kezelés, mig a karotinoid (KAR), fructooligoszacharid (FOS) és

szimbiotikum (SZIM) kisérleti csoportokban szignifikansan emelkedett mennyiségét mutattuk
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ki negativ kontroll (NK) és pozitiv kontroll csoportokhoz képest (PK). Kimutattuk, hogy a
Lactobacilaceae (csalad) relativ mennyisége csokkent az antocianin kisérleti csoport esetében
anegativ kontroll csoporthoz (NK) képest. Az Enterococcaceae emelkedett relativ mennyiségét
figyeltik meg a nutraceutikumok hatdsara. Tovabba, a fructooligoszacharidok (FOS),
szimbiotikumok (SZIM) és antocianinok (ANT) jelent6sen csokkentették Clostridium relativ

mennyiségét a negativ kontroll csoporthoz (NK) képest.

428 A nutraceutikumok hatisa a szénhidrat-anyagcserében részt vevo
mikroorganizmusok mennyiségére
Vizsgaltuk a kiilonbozo kisérleti beallitdsok (nutraceutikumok, életkor) hatasait a mikrobialis

konzorciumok, kiilonds tekintettel a szénhidrat-anyagcserében részt vevd baktériumok

rrrrr

Ezek kozil 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.

Kiszamoltuk a Firmicutes, Bacteroidetes (F/B) baktérium torzsek Log2 aranyait a kiilonb6z6
kisérleti csoportok kozott (NK, PK, KAR, FOS, SZIM, ANT) az allatok ¢életkoranak (7, 19, 31
és 40. nap) figyelembevételével. A F/B ardnyban mutatkozo kiilonbségek az alloméanyok
(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, majd a log2 F/B aranyok jelentds csokkenését tapasztaltuk az allatok ndvekedése soran.

A kiilonboz6 kisérleti csoportok esetében a legmagasabb log2 F/B arany a B-gliikan (7,14)
kezelt madarakban, mig a legalacsonyabb érték az antocianin (4,89) kezelt mintakban volt
kimutathat6. Tovabba, az antocianin kezelés novelte, mig a karotinoid csdkkentette a
Proteobaktériumok mennyiségét. Az Epsilonbacteraeota, Tenericutes és Verrucomicrobia
baktérium torzsek szintén kimutathatok voltak, de nagyon alacsony relativ gyakorisaggal (<1%)

fordultak el6 az allatok bél-mikrobiotajaban.

Kutatasunk soran célul tlztiik ki a nutraceutikumok hatasainak a vizsgalatat a mikrobiom
Osszetételére faji szinten. Osszesen 22 fajban bekovetkezé dsszetételbeli valtozasokat kdvettiik
nyomon. Munkank soran kiilonds figyelmet forditottuk a lipid és szénhidrat anyagcserében,
valamint a kiilonboz6 fertézéses megbetegedések kialakuldsaért felelds relevans fajok relativ

mennyiségeiben bekovetkezd valtozasok vizsgalatara.
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A jotékony probiotikus hatasu Lactobacillus aviarius és a Lactobacillus salivarius
baktériumok minden kisérleti csoport esetében kimutathatok voltak, ezen baktériumoknak
fontos szerepilk van a lipid homeosztizisban ¢és a kiilonb6zé pathogén baktériumok
kolonizacidjanak kivédésében. A L. salivarius minden kisérleti csoportban magas relativ
gyakorisaggal volt kimutathato, valamint emelkedett mennyiségét figyeltiik meg a p-gliikan
kezelt allatokban a negativ kontroll csoporthoz képest. A L. aviarius jelentés novekedését
tapasztaltuk a szimbiotikum és az antocianin kisérleti csoport egyedeinek bél-mikrobiotajaban.

A Lactobacillus alvi szamottevé emelkedését figyeltiik meg az antocianinnal kezelt allatok bél-
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A bakterialis hasmenéses gasztroenteritiszt okozo Campylobacter jejuni kis relativ eléfordulasi

gyakorisaggal (<1%) volt kimutathat6 az allatok mikrobialis konzorciuméban.

Minden kisérleti csoportunkban hasonl6 alacsony relativ gyakorisaggal mutattuk ki az anaerob

Anaeromassilibacillus senegalensis baktériumot.

A bél egészségének fenntartasaban fontos szerepet jatszd Bacteroides gallinaceum csak a
karotinoiddal és az antocianinnal etetett allatokban volt nyomon kovethetd. A butiratot termeld
Butyricicoccus desmolans az 6sszes kisérleti csoportban alacsony relativ gyakorisaggal volt
kimutathato (kiilonbségek nélkiil). Az tGjonnan leirt anaerob, nem sporaképz6, zsirsav
anyagcserében fontos szerepet jatsz6 Traorella massiliensis nagyobb mennyiségben volt
kimutathat6 az antocianninal kezelt madarak bél-mikrobiot4jaban, mint a tobbi kezelési csoport
esetében. Ezenkiviil a SCFA termel6 Pseudomonas fragi az antocianin kezelt allatokban volt

csak megfigyelhetd.

4.2.9 Diéta specifikus mikrobialis interakciék
Vizsgaltuk, hogy melyek, azok a baktériumok amelyek a kiilonbozd kisérleti beallitas hatasara

egyiitt valtoznak korreldlnak egymassal. Spearman korrelaciot szdmoltunk a csaladok relativ
frekvencidja kozott a kiilonbozd kisérleti beallitasok figyelembevételével. Altalanossagban
elmondhatd, hogy a karotinoid, szimbiotikum kezelt és a fruktooligoszacharid, antocianin

kezelt csoportok kozott hasonld korrelacios mintazatok mutatkoztak.

A nutraceutikumok hatasat is vizsgéltuk a csaladok kozotti Osszefiigésekre. Az antocianinnal
(ANT) kezelt mintak mutattdk messze a legtobb egyedi csaladi egyezést (8 pozitiv és 6 negativ
korrelacié). A  Desulfovibrionaceae nagyon erds negativ korrelaciét 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.
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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 er0s negativ Osszefliggést talaltunk a Sphingomonadaceae és a

Streptococcaceae kozott (r: -1).

A fructooligoszacharid (FOS) kiegészitett takarmany hatasara nagyon erds negativ kapcsolatot

fedeztiink fel a Moraxellaceae és a Beijerinckiaceae kozott (r: -0,97).

Tovabba, a FOS etetett allatokban nagyon erds pozitiv Osszefliggést 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.

A karotinoid kezelt csoportra jellemz6 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).
5. Megbeszélés

5.1 A 16 S rRNS gén alapt amplikon szekvenalas eredményét torzité technikai tényezok

vizsgalatanak attekintése

Napjainkban az NGS technikak alkalmazasa egyre nagyobb teret hodit a mikrobidlis Gsszetétel
vizsgalatok soran. NGS hasznalataval lehetéségiink nyilik arra, hogy informaciot kapjunk a
klasszikus mikrobiologidval, tenyésztéses modszerrel nem vizsgalhaté mikroorganizmusokrol
¢és azok tulajdonsagair6l.  Azonban a kapott eredményt szamos tényez0 befolyasolhatja.
Ilyenek tobbek kozott a nukleinsav kinyerésének hatékonysaga az izolatumok mindsége,
mennyisége €s toredezettsége, valamint az adatelemzés soran alkalmazott bioinformatikai

analizis, melyek dontéen meghatarozzak a vizsgalat végeredményét.

Kutatasunk targyat képezte a kiilonb6z6 technikai torzitd tényezdk hatdsainak vizsgalata az

rrrrrrrr
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paramétereire.

27



A Direkt lizis (DL) 1,5 X nagyobb DNS kihozatalt eredményezett, mint az indirekt
mintahomogenizalé stratégia (BS) alkalmazasa. Azonban fontos megjegyezni, hogy a DL
mintahomogenizalas esetében alacsony tisztasagu DNS izolatumokat kaptunk. A Qiagen kitek
alkalmazasa esetében alacsony DNS koncentracidkat figyeltiink meg, ellenben a DNS
mindsége ezzel a modszerrel bizonyult a legjobbnak. A MagNa Pure 24 izolald robot
alkalmazasa soran magas DNS koncentraciot és mindségi paramétereket tapasztaltunk. Korabbi
tanulmanyok eredményeivel 6sszhangban, a konvencionalis fenol-kloroform-izoamilakohol
izolalasi mddszer eredményezte a legnagyobb DNS koncentraciot. Fontos megjegyezniink
azonban, hogy a konvencionalis DNS izolalési technika alkalmazésa esetében alacsony DNS

mindségi paramétereket kaptunk a tobbi mddszerrel 6sszehasonlitva.

A bélsar mintakbol kinyert DNS mindségét és mennyiségét a sejtlizis hatékonysaga mellett a
mintaban talalhato PCR inhibitorok koextrakcidja, valamint a lizis hatasara fellépd DNS

toredezettsége is alapvetden befolyasolja.

Az eltérd moddszerek, minta homogenizalas, sejtfeltards és DNS izolalds eltéré mennyiségii
PCR inhibitor komponenst eredményeznek a mintdkban. A PCR inhibitorok a konyvtarkészités
soran alkalmazott PCR reakciokat gétolhatjak, ez altal hatdsuk van a mikrobidlis Osszetétel
meghatarozasara. Kutatdsunk sordn a DNS mennyiségének ellentétes hatésait figyeltiik meg a

PCR amplifikécio sikerességi aranyara.

A konyvtarkészités soran alkalmazott amplikon PCR az 6sszes minta 16.6%-ban volt sikertelen,
amelyek 87,5%-a konvencionalis izolalas soran nyert mintakbol szarmaztathatd. Ennek oka
részben a PCR-inhibitorok és nukledzok magasabb koncentracidja lehet a konvencionalis
1zolalassal kinyert mintakban, mint a tobbi mddszer esetében. Fontosnak tartjuk megjegyezni,
hogy a sikertelen PCR a konvencionalis izolalas esetében a DL minta homogenizacioval
tarsitott mintadkban volt jelentésen megfigyelhetd (70 %). Hatékony megoldas lehet ezen mintak
magneses gyongy alapu Gjra tisztitdsa, azonban ebben az esetben szamolnunk kell a DNS

veszteséggel is.

A prokariota sejtek DNS kinyerését nagymértékben befolyasolja a sejtfeltaras hatékonysaga. A
széklet mintdban Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok egyarant megtalalhatoak. A
Gram-pozitiv baktériumokbodl vastag peptidoglikan sejtfala miatt rosszabb hatékonysaggal
nyerhetd ki a DNS. Ennek eredményeként egy gyengébb lizis alkalmazasa sordn, ezek a fajok
az eredeti Osszetételhez képest alulreprezentalva jellenek meg. A szakirodalom a mechanikai

lizist javasolja a Gram-pozitiv baktériumok feltarasara.
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A mechanikai lizis nagyobb mennyiségli DNS kinyerését teszi lehetévé. Azonban egyes
kutatdsok alapjan ez a technika az izolalt DNS toredezettségét noveli, ami a késébbi PCR
reakciok sordn kiméradk képzddéséhez vezet. Ezen megfigyelések ellentétben allnak sajat
eredményeinkkel, miszerint a mechanikai lizis alkalmazasa nem eredményezett szamottevo
DNS toredezettséget. Megallapitottuk tovabba, hogy a kiillonboz6 sejtfeltarod technikak kozott
nincs szignifikans kiillonbség a DNS koncentracidja és tisztasaga tekintetében. Azonban fontos
megjegyezni, hogy a mechanikai és kémiai lizisek kombinacigja eredményezte a legnagyobb
DNS koncentraciét. A nagyobb DNS koncentracio pedig magasabb alfa diverzitasi értékekkel

tarsult 0sszehasonlitva a tobbi sejtfeltard technikaval.

A DNS hozamot gyakran hasznaljak kritériumként a mikrobialis kozosségekbdl torténd genomi
DNS izolalasara az egyes DNS izolalo modszerek hatékonysagéanak értékelésére. A mikrobialis
tekintik a DNS kivondsi modszerek értékelési kritériumanak. A DNS hatékony kinyerése
lényeges 1épés a mikrobidlis diverzitas jellemzésére szolgald valamennyi tenyésztéstol
fiiggetlen megkozelitésben. Annak megallapitasara, hogy a magasabb DNS-hozam biztositja-e
protokollok hatékonysagéanak vizsgalata az alfa diverzitasi mutatok tekintetében. Vizsgalataink
targyat képezte a kiilonboz6 technikai torzitd tényezdok hatasainak vizsgalata az alfa diverzitéasi

és szekvenalasi mutatok értékeire.

A diverzités a vizsgalt minta komplexitasat tiikrozi, minél nagyobb az értékiik annal gazdagabb
a minta. A kapott eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a minta homogenizalo stratégiak
koziil a bakteridlis sejtszuszpenzi6 alkalmazéasaval érhetd el a legnagyobb faj gazdagsag és a
szekvenalasi mutatok tekintetében is jol teljesitett. A BS mintdkon kémiai vagy vegyes lizist
kovetden végzett konvencionalis DNS izolalas eredményezte a legnagyobb alfa diverzitasi
értékeket az alkalmazott DNS extrakciés modszerek koziil. Ez azzal magyarazhatd, hogy a
vegyes lizis alkalmazasaval a vastag peptidoglikdn sejtfallal rendelkezé Gram-pozitiv
baktériumok is feltarhatok. Ugy gondoljuk, hogy a vegyes lizis alkalmazisa lehet6vé teszi a
sz€kletben talalhat6 poliszacharidok lebontasat, ami a DNS nagyon jo felszabadulasat
eredményezi. Tovabba, a konvencionalis izoldlds sordn nagy mennyiségli DNS nyerhet6 ki,
amely reprezentativabban tartalmazza az adott mikrobiomot alkotdé egyes fajokat.
Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az automatizalt DNS izolal6 robot magas read szamot

¢s diverzitasi értékeket eredményezett homogenizalasi stratégiatol fiiggetleniil.
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A kereskedelmi forgalomban beszerezhet6 izolalo kitek a szekvenalasi mutatok tekintetében jol
teljesitettek, azonban a tobbi izolacios technikaval Osszehasonlitva alacsonyabb diverzitasi
értékeket eredményeztek, amely megfigyelésiink Osszefiiggésben all korabbi tanulmanyok
eredményeivel. Osszeségben elmondhatd, hogy a DNS izolald mddszerek hatékonysagat
nagyban befolyasolja az elézetes mintahomogenizald stratégia. Az indirekt moddszerrel
(Bakterialis sejtszuszpenzid készitése) kapcsolt DNS izoldlasok magasabb diverzitasi és

szekvenalasi mutatokat eredményeztek a direkt lizishez képest.

Jelenleg szamos kereskedelmi forgalomban beszerezheté DNS izolald kit kaphato, ami nagy
tisztasagu és reprodukalhato DNS izolatumot eredményez, viszont ezen izolalé Kitek kihozatala
alacsony. A kisebb DNS mennyiség miatt az eredmények torzulhatnak, ami a mikrobialis
konzorciumban a kis egyedszamban jelenlévd fajok azonositdsat neheziti meg. Ezt alatdmasztja
azon megfigyelésiink, hogy az izolacios kitek alkalmazasaval magas tisztasagu de alacsony
DNS koncentracioju izolatumokat kaptunk. Tovabba, ezen mintakban a tobbi izolalashoz
képest alacsonyabb diverzitasi paramétereket figyeltink meg. Erdekes tovabbé, hogy ezzel a
technikdval az olvasatok 95,04%-at csalad, 94,74%-at pedig nemzetség szintjén sikeresen
azonositottuk. Ugy gondoljuk, hogy az olvasatok magas azonositasi aranyanak és az alacsony
diverzitasi mutatok értékeinek hatterében az allhat, hogy ezen izolacids technikaval csak a
dominansan eléforduld taxdkat nyerjiik ki, viszont a k6zosség szempontjabdl relevans, fontos
szereppel bird alacsony mennyiségben eléfordulod fajok kisebb hatékonysaggal vagy egyaltalan

nem mutathatok ki.

Ezen feltételezéslinket alatamasztja azon megfigyelésiink, hogy a jotékony bélflora
egyensulydnak fenntartidsaban fontos szerepet jatszo alacsony mennyiségben eléfordulo
Akkermansia ¢és Faecalibacterium nem mutathatok ki ezen izolacidés technologia
alkalmazasaval. Eredményeink alapjan elmondhat6d tovabba, hogy a kit alapi modszerekkel

érhetd el a legkonzisztensebb eredmény.

Tudomasunk szerint ez volt az elsd eset, amikor a Roche MagNA Pure 24 DNS-tisztito
rendszert metagenomikus célokra alkalmaztak. A modszer alkalmazasanak eldnyét noveli,
hogy standardizalhato és a manualis izolalas soran bevezetett torzitasok kikiiszobolhetdk. Az

izolal6 robot széles korli hasznalatat gatolja a magas anyagkdltsége.

Jelenleg szamos kutatds a koltséghatékony konvencionalis fenol-kloroform DNS izolalo

madszert alkalmazza mikrobidlis sejtek DNS tartalmanak kinyerésére. A
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konvencionalis DNS izolalassal nagy mennyiségli DNS nyerhetd ki, amely reprezentativan
tartalmazza a mikrobiomot alkot6 alacsony mennyiségben ¢s domindnsan eléfordul6 tagjait is.
Ezt alatimasztja azon eredménytink, hogy ezzel az izolalassal érhet6 el a legnagyobb bakterialis
diverzitasi érték. Tovabba, a béllora relevans kis mennyiségben jelen 1évO 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, kiilonésen a DL

mintahomogenizacio esetében.

A technikai vizsgalatok eredményeként megfogalmazddott egy olyan DNS izolalasi stratégia,
amellyel a nutraceutikumok broiler csirke bél-mikrobiom osszetételére kifejtett hatasat a
legoptimalisabban tudjuk vizsgalni. A modszerek kivélasztasa sordn alapvetd szempont volt,
hogy az adott modszer mennyire reprezentativan tartalmazza az adott mikrobiomot alkot6 egyes
fajokat. Egy olyan eljaras optimalizalasa volt a cél, amely a bél-mikrobiomot alacsony
egyedszamban alkotd baktériumait, mint példaul a Phascolarctobacterium, Akkermansia,
Butyricimonas, Faecalibacterium is kivonja a mikrobialis mintakbol. Ezen baktériumok a bél-
mikrobiomban szdmos jotékony a gazdaszervezet szempontjabdl eldnyos folyamatokat latnak
el (példaul, SCFA és vitamin szintézis). A DNS izolaldsi modszerek kivalasztasa soran
értékeltiik azok hatdsat a DNS izolatumok mindségi és mennyiségi paramétereire €s a
koltséghatékonysagukat. Tovabba fontos értékelési szempont volt a kiilonb6zé DNS izolalasi
stratégiak esetében a mikrobidlis diverzitds és szekvendldsi mutatok értékeinek tapasztalt
kiilonbségek Osszehasonlitdsa. Mindezen tényezOk figyelembe vételével, a homogenizalasi
stratégiak koziil a bakterialis sejtszuszpenziot valasztottuk ki, mivel nagyobb diverzitast
eredményezett, mint a DL és standardizalhato eljaras. A sejtfeltard technikdk kozil a
mechanikai lizist alkalmaztuk. Ezzel a technikdval nagy mennyiségli és j0 mindségli DNS
nyerheté ki és magas mikrobidlis diverzitasi értékeket eredményezett. Tovabba koltségeket

tekintve olcsobb, mint a kémiai és mechanikai lizisek kombinacioja.

Az izolacids 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

1zolacids technika alkalmazasa altal.
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5.2 Természetes bioaktiv komponensekben gazdag nutraceutikumok hatasainak
vizsgalata broiler csirke bél-mikrobiom osszetételére és diverzitasara

Az elmult két évtized soran a baromfi ipar az egyik leghatékonyabb fehérjetermeld adgazatta
valt. 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 sulynovekedést is
elérnek. Ez az extrém novekedés azonban szdmos patologids folyamat kialakuldsat
eredményezi az dallatokban, mint példaul magas vérnyomast, szivelégtelenséget,
inzulinrezisztenciat. A broiler csirkék a kiilonb6z6 fert6zéses megbetegedésekre is fokozottan
érzékenyek, részben az intenziv noOvekedésiikkel 0Osszefiiggésbehozhaté csokkent
immunstatuszuk miatt, részben amiatt, hogy az intenziv nagyiizemi allattartas soran sok allatot
tartanak viszonylag kis helyen. Ezen fert6z0 betegségek kezelésére rutinszeriien antibiotikumot
kapnak az allatok. Az antibiotikum terapia alkalmazasa azonban szdmos nemkivanatos
kovetkezménnyel jarhat, mint példaul a bél-mikrobidta egyensulyanak megbomlasaval,

valamint az antibiotikum rezisztens baktériumok megjelenésével.

Az utobbi években rohamosan né azon tudoményos kozlemények szdma, amelyek a
nutraceutikumok élettani hatasival foglalkoznak. Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra
vonatkozdan, hogy ezen komplex bioaktiv vegyliletekben gazdag ndvényi kivonatok

antibakterialis tulajdonsagtiak €s pozitiv hatast fejtenek ki a bél-mikrobiom 0sszetételére.

Szamos kutatds alapjan feltételeztiik, hogy a nutraceutikumok, kiilondsen a szimbiotikumok
alkalmazasa fokozza az allatok testtomegnovekedését. Ezen feltételezésiinket eredményeink
nem tamasztottdk ald, a nutraceutikum kezelésnek nem volt pozitiv hatasa az allatok tomeg
gyarapodasara. Ennek a kiilonbségnek hatterében a kiilonbozd kornyezeti tényezok (elhelyezés,
tartastechnoldgia, alaptakarmany Osszetételének kiilonbségei), a gazdaszervezet eltérd

genetikaja és életkorra is allhat.

Fontos megjegyezni, hogy célunk nem az allatok novekedési litemének fokozasa volt, hanem
olyan takarmanyadalékanyagok eldallitasa, ami javitja az alltalanos egészségi allapotukat a bél-
mikrobi6ta moduléacioja 4ltal. Erdemes azonban megemliteni, hogy a broiler csirkék novekedési
fazisanak a végén mérsékelt testtomegcsokkenés figyelhetd meg az antocianin tartalmu
takarmany kiegészitést kapott allatokban a kontroll csoporthoz képest. Az antocianin
testtomegre kifejtett negativ hatdsat megfigyelték eddig human, sertés és egér vizsgalatokban
is. Noha eddig kevés informacionk van arra vonatkozodan, hogy az antocianin milyen

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

a tapanyagok felszivodasanak mértékére hatassal lehetnek.

A bél-mikrobiomban a Firmicutes térzs mennyiségének emelkedése a tapanyagok
felszivodasanak fokozddasaval jar egyiitt, mig a Bacteroidetes torzs mennyiségének

novekedése csokkent tdpanyag-felszivodast eredményez.

A F/B torzsek aranyanak novekedése esetében fokozott sulygyarapodas figyelhetd meg a
gazdaszervezetben, amivel parhuzamosan az adipocitdk szama a koleszterin, a triglicerid €s az
LDL mennyisége is emelkedik. Kutatasunk sordn meghataroztuk a Ross 308 broiler csirkék
bél-mikrobiom Osszetételét. Mas kutatasok eredményeivel Gsszhangban a Firmicutes volt a
legnagyobb mennyiségben kimutathaté torzs, amit a Proteobacteria, Bacteroides,
Actinobacteria, Tenericutes és Verrucomicrobia baktériumok kovettek. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy az allatok életkoranak jelent6s hatasa volt a F/B aranyara. Legmagasabb
értekét az allatok 7 napos kordbban mértiik majd jelentds csokkenését tapasztaltuk az éallatok

novekedése fejlddése soran.

Noha a B-gliikan kezelési csoport esetében mértiik a legmagasabb F/B aranyt, ezzel ellentétben
nem figyeltiik meg az allatok fokozott sulyndvekedését 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 esetében megfigyelt mérsékelt stlycsokkenés és alacsony F/B ardnyok kozott

Osszefiiggés van.

Az Akkermansia egy mucin lebontd baktérium, mennyiségének emelkedése a bélrendszer
egeszségével fligg Ossze, mivel szelekcids nyomast fejt ki azon baktériumokra, amelyek nem

tudnak megtapadni a nyalkahartya felszinén.

Fontos butirat és propionat termeld baktérium, szdmanak csokkenését a tapcsatorna
mikrobiomban leirtdk mar elhizas, gyulladasos bélbetegség, 2-es tipusu cukorbetegség kapcsan.
Szerepet jatszik a bélham integritasanak fenntartasaban is. Mindezek mellett az Akkermansia
mennyiségének emelkedése és a zsigeri zsirlerakddas igy a testtomeg kozott negativ korrelaciot
figyeltek meg. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a p-glikan, szimbiotikum és
antocianin kezelések jelentdsen novelték az Akkermansiaceae mennyiségét a csirke bél-

mikrobiomban a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.
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Eredményeink feltételezik tovabba, hogy a B-gliikan, szimbiotikum €s az antocianin kezelésnek
pozitiv hatasa van a bélham integritdsanak fenntartasdban a bél gyulladasos folyamatok
kialakulasanak gatlasaban azaltal, hogy novelik a jotékony Akkermansiaceae mennyiségét a

csirkék bél-mikrobiomjaban.

Feltételezhetd, hogy a baromfik kiilonbozé anyagcesere betegségeinek kialakulasaban a GIT-
mikrobiota Osszetételében kialakuld valtozasok dontd szerepet jatszanak. A mikrobiom
diverzitasa az egyik legfontosabb tényez0 a behatold korokozodkkal szembeni rezisztencia
kialakulasaban. A mikrobialis kozdss€ég nagyobb diverzitasa egészségesebb gazdaszervezetet
eredményez, mig komplexitasanak jelentds csokkenése kiilonféle betegségekkel €s a korokozok
fokozott kolonizacidra vald hajlamaval tarsul. A GIT-mikrobiom elmozdulasa a jotékony,

hasznos baktériumok felé javithatja a gazdaszervezet egészségi allapotat.

Munkank soran vizsgaltuk a kiilonb6z6 természetes bioaktiv komponensekben gazdag
hatéanyagok hatasat a mikrobidlis kozOsségek komplexitasara az allatok életkoranak
figyelembevételével. Jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg a GIT mikrobiom diverzitasaban
a kiilonbozo kisérleti csoportok kozott. Korabbi kutatasok kimutattak, hogy a csirkék
novekedésével, fejlodésével a mikrobiom egyre diverzebbé komplexebbé valik. Eredményeink

Osszefligésben vannak ezen korabbi eredményekkel.

Egy éltalanos ndovekedési tendencia figyelhetdé meg az alfa diverzitasi mutatok értékeiben
egészen az allatok 31 napos kordig, azonban életciklusuk végén a diverzitasi mutatok értékei
csokkenek. Ez 0sszefliggésbe hozhatd a madarak egészségi allapotanak romlasaval és a bél-
mikrobiom diszbiozis kialakulasaval. A természetes hatdanyagok pozitiv hatasat mutattuk ki az
alfa diverzitasi mutatok értékeire az allatok novekedési stadiumanak a végén. Eredményeink
alapjan elmondhato, hogy a fruktooligoszacharid, szimbiotikum és az antocianin kezelt csoport
egyedeiben jelentésen magasabb Faith’s filogenetikai diverzitasi értékeket mértiink, mint a

kontroll csoport esetében.

Mivel az eddigi tudomanyos eredmények arra utalnak, hogy a nutraceutikumok hatékonyan
novelik a kiillonb6z6 SCFA termeld baktériumok mennyiségét, munkénk sordan a
nutraceutikumok SCFA termeld baktériumok mennyiségére kifejtett hatasat is gorcsé ala
vettilk. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy mind a bioaktiv komponensekben gazdag
természetes hatdanyagoknak, mind az allatok életkoranak is jelentds hatdsa volt az SCFA

termeld baktériumok relativ mennyiségére.
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A Faecalibacterium az egyik f6 butirat termel6 baktérium, mennyiségének csokkenését illetve
hianyat megfigyelték eddig gyulladdsos bélbetegségben, cukorbetegségben és magas
vérnyomasban. Az altala termelt metabolitok fontos energiaforrasként szolgalnak az
enterocitdknak és a bél lumen pH csokkentése altal gatolja a patogén korokozok
megtelepedését. Mennyiségének vizsgalata biomarkerként szolgdlhat a bél egészségi
allapotanak meghatdrozasa céljabol. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az antocianin
pozitiv hatasat figyeltilk meg a Faecalibacterium mennyiségére a kontroll csoport egyedeihez

képest az allatok fejlodési stadiumanak a végén.

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 hatdsara nagyobb szamban voltak kimutathatok a csirkék bél-

mikrobiomjaban, mint a kontroll csoport egyedeiben.

Egy tovabbi érdekes Osszefiiggés miszerint az allatok fejlodési stddiumanak végén a diverzitas
csokkenésével a jotékony SCFA termeld baktériumok relativ mennyiségeiben is csokkend
tendencia figyelhetd meg. Ez Osszefiigésbe hozhatdé az allatok egészségi allapotanak
romlasaval. A Ross 308 broiler csirkék egészségi allapota a nevelési iddszakanak utolséd két
hetében rohamosan romlik, gyakoriak a lokalis €s szisztémdas bakteridlis fertdzések, aminek
kovetkeztében novekszik az elhullas és csokkennek a naturalis mutatok értékei. Feltételezheto,
hogy a patologias folyamatok kialakulasa és a bél-mikrobiom Osszetételének és diverzitasanak
véltozasa kozott jelentds Osszefliggés van. Megvizsgaltuk a szakirodalomi adatok alapjan
kivalasztott patogén baktériumok mennyiségi Osszetételének valtozasat a kiilonbozd kisérleti

csoportok egyedeinek bél-mikrobiomjaban.

A Clostridium nemzetség szamos tagja fontos jotékony hatassal bir, vitaminokat,
mikrotapanyagokat  (tiamin, riboflavin, nikotinamid, pantoténsav, biotin) és
neurotranszmittereket szintetizalnak a gazdaszervezet szamara. Noha a Clostridium bizonyos
tagjair6l ismert, hogy antioxiddns hatasu polifenolok metabolizmusaban szerepet jatszanak,
ezaltal csokkentik a bélgyulladast, azonban egyes tagjai megvaltozott kornyezeti feltételek

mellett nagyobb mennyiségben kolonizalhatjak a bél-mikrobiomot €s stlyos megbetegedéseket

35



képesek okozni. A Clostridium perfringens talzott mértékii elszaporodasa példaul sulyos

nekrotikus enteritis kialakuldsat eredményezi a csirkében.

Erdekes, hogy a Clostridium alacsony relativ gyakorisaggal volt kimutathat a mintainkban és
az allatok egyensulyi ,,Core” mikrobiomjanak nem volt alkotdja. Munkdnk soran
megallapitottuk, hogy a szimbiotikum, antocianin és fruktooligoszacharid kezelés csokkentette

mennyiségét a csirkék bél-mikrobiomjaban a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.

Megfigyeltik a patogén Campylobacteriaceae és a Helicobacteriaceae csaladok
mennyiségének csokkenését az antocianin, karotinoid, FOS és B-gliikkan kezelési csoport

esetében a kontroll csoporthoz képest.

A Gram-negativ opportunista korokozo Alcaligenes faecalis alacsony relativ gyakorisaggal
alkotta az alaptakarmannyal etettet allatok bél-mikrobiomjat, ezzel szemben a

nutraceutikumokkal etettet allatok mintdiban egyaltalan nem volt kimutathato.

Kisérletiink soran vizsgaltuk, hogy az intenziv tartastechnologiai paraméterek mellett, hogyan
befolyasoljak a kisérleti paraméterek az esszencidlis, ,,core-mikrobiota” alkotdk aranyat rend
¢és nemzetség taxondmiai szinteken. A 16 S rRNS gén alapti amplikon szekvenalds eredménye
alapjan megallapitottuk, hogy a prokaridta doménen beliili f6bb rendek és nemzetségek

azonosak voltak, de a relativ mennyiségekben eltérések figyelhetéek meg.

A core mikrobiomot a Lactobacillales, Clostridiales, Erysipelotrichales és Enterobacteriales

baktériumok alkottak rend taxonomiai szinten.

Eredményeink alapjan felmeriil, hogy a mikrobialis k6z0sség diverzitasanak romlésa és az ezzel
Osszefliggd SCFA termeld baktériumok mennyiségének csokkenése helyreallithatok alternativ
kezelési stratégidkkal, természetes hatdanyagok alkalmazasa altal. Ugy gondoljuk, hogy a
mikrobiom restituciéja hatékony terapias eszko6z lehet az antibiotikumok alkalmazasanak
csokkentésére. Ehhez természetesen megfeleld mélységben kell megismerniink a mikrobialis
kozosségek egylittmiikdodését €s az alkalmazni kivant természetes bioaktiv komponensekben

gazdag nutraceutikumoknak a bél-mikrobiomra kifejtett hatasat.
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6. Osszefoglalas

Kutatasi munkam egyik célja az volt, hogy meghatarozzam a kiilonb6zo6 technikai torzito
tényezok hatasait a 16 S rRNS gén amplikon szekvenalas eredményére. Két
mintahomogenizalé moédszert vizsgaltunk (DL, BS). Kimutattuk, hogy a DL alkalmazésaval
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 mutatd értékeket eredményezett. A DL alkalmazasaval nagyobb mennyiséghen
nyerhetdk ki a Gram-pozitiv baktériumok, mig a BS esetében kiegyensulyozott Gram profilokat
kaptunk. Osszehasonlitottuk a kiildnbdzd sejtfeltard és DNS izolalé médszereket. Kimutattuk,
hogy a mechanikai és kémiai lizisek kombinacidjaval érhetd el a legnagyobb alfa diverzitasi
mutatd. Eredményeink alapjan elmondhatdé tovabba, hogy a kit alapt modszerek
eredményezték a legkonzisztensebb eredményt. A MagNa Pure 24 automatizalt platform
alkalmazasaval nagy mennyiségii és j6 mindségli DNS nyerhetd ki, standardizalhato eljaras, jol
alkalmazhaté mikrobiom 0&sszetételben bekovetkezd valtozasok nyomon kovetésére. A
konvencionalis DNS izolalasi eljarassal nyertiik ki a legnagyobb mennyiségli, azonban
legrosszabb mindségli DNS-t. Mindazondltal ez a modszer kiemelkedének bizonyult a
mikrobiota kozdsségek mélyrehatd elemzésére. Ezzel a modszerrel érhetd el a legnagyobb

bakterialis diverzitas.

Kutatasunk masik f6 célja, a kiilonb6z6 bioaktiv komponensekben gazdag
nutraceutikumok (karotinoidok, fruktooligoszacharidok, szimbiotikumok, antocianinok)
és a bél-mikrobiota kozotti kolcsonhatasok vizsgalata volt broiler csirkében.
Megallapitottuk, hogy az allomany fejlédése 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 termelé baktérium (Bifidobacteriaceae, Subdoligranulum, Faecalibacterium,
Akkermansia, Butyricicoccus, Blautia, Ruminococcus) mennyiségét a csirkék bél-
mikrobiomjaban. Munkank sordn szdmos pozitiv €s negativ korrelaciot sikeriilt feltarnunk a
mikrobialis  Osszetétel ¢és stlygyarapodas kozott. Kimutattuk, hogy a patogén
Campylobacteriaceae, Helicobacteriaceae ¢és Enterobacteriaceae mennyisége csokkent a
nutraceutikum kezelést kapott allatok bél-mikrobiomjdban. FEredményeink alapjan ugy
gondoljuk, hogy a nutraceutikum kezelés igéretes megoldas lehet bizonyos bélbaktériumok
tulszaporodasaval kapcsolatos egészségiigyi problémak lekiizdésére és potencidlisan alternativ

kezelési stratégiak lehetnek az antibiotikumok alkalmazasanak helyettesitésére, csokkentésére.
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7. Koszonetnyilvanitas
Ezuton mondok koszonetet azoknak, akik barmilyen modon hozzéjarultak az értekezésem
1étrejottéhez. Mindenekeldtt halasan koszonom témavezetdomnek Prof. Dr. Biré Sandornak ¢és
Dr. Paholcsek Melindanak a belém vetett bizalmukat, hogy munkdmat lehetévé tették a
Humangenetikai Tanszéken, biztositottak munkdmhoz sziikséges feltételeket. Szamomra mind

szakmai, mind emberi szempontbol fontos példat adtak és sokat tanulhattam toliik.

K6szondm Dr. Galné Dr. habil Remenyik Judit tanarndnek és Prof. Dr. Stiindl Laszlénak,

hogy biztositottdk munkdmhoz sziikséges szakmai és anyagi feltételeket.

Koszonet illeti a DE-MEK Elelmiszertechnologiai Intézet korabbi és jelenlegi dolgozéit, PhD
hallgatoit, akik ha sziikséges volt, mindig dnzetleniil siettek segitségemre. Koztiik is kiilondsen
koszonom Dr. Fidler Gabor és Fauszt Péter Zsombor o6nzetlen segitségét a bioinformatikai
analizisek  kivitelezésében. Halasan koszonom Szilagyi Endrének, Pesti-Asbéth
Georginanak, hogy eldallitottdk az altalam vizsgélt bioaktiv komponensekben gazdag

nutraceutikumokat. Koszonom Dr. Stagel Aniko szakmai iranymutatasat.

Halas vagyok a velem egyiitt dolgozo kollegdk, David Péter, Szilagyi-Racz Anna Anita,
Széke Zsombor, Dr. Antal Ferenc, Biréné Molnar Piroska, Dr. Homoki Judit Rita, Dr.
Kun-Nemes Andrea, Szollgsi Erzsébet, Dr. Fazekas Monika, Szab6 Szabolcs, Dr. Biré

Attila, Szarvas Maria Magdolna segitségéért.

Ko6szonom Dr. Markovics Arnold segitségét, szakmai tanacsait. Koszonom Olah Zsuzsanna

PhD referensnek, hogy barmilyen problémam volt mindig szamithattam a segitségére.

Ko6sz6nom kollaboracioés partnereink Prof. Dr. Babinszky Laszlé, Dr. Szabé Judit és Prof.
Dr. Konya Jézsef értékes szakmai segitségét. Koszonom a DE-AOK Humangenetikai Tanszék

minden munkatarsdnak a tdimogatasat.

Szeretném megkoszonni csalddom ¢és barataim tdmogatdsat, biztatasat, akik mindvégig
mellettem alltak és kitartéan tamogattak. Kiilon koszonom édesanyam, testvéreim ¢s a

Szilagyi csalad onzetlen tdimogatasat, biztatasat.

Kiemelt halaval tartozom férjemnek Szilagyi Endrének, a k6zos munkdink sordn nyujtott
szakmai segitségért, valamint az évek alatti végtelen szeretetéért, timogatasaért ¢s hogy mindig
batoritott céljaim elérésében. A disszerticiomat draga kislanyomnak Szilagyi Emmanak
ajanlom, aki bearanyozza az életlink minden egyes mésodpercét. Koszondom, hogy ilyen jo,

tiirelmes és megértd gyermek vagy.
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