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Roviditések jegyzéke

DNS = dezoxiribonukleinsav

ddNTP = dideoxinukleotid

NGS = ujgeneracios szekvenalas

NMDS = Non-metric Multidimensional Scaling
LCA = Lowest Common Ancestor

OTU = Operational Taxonomic Unit



1. Bevezetés

Mikrobiotanak nevezziik az ¢él6lények szervezetében ¢él6 mikroorganizmusok
Osszességét, amelyek a gazdaszervezettel szoros kapcsolatban allnak. Mind baktériumok,
virusok, gombak a részét képezik. A mikrobidtak genomjanak kozdossége pedig a mikrobiomot
adja (Krik6 et al., 2018). Diplomamunkamban sertések bélsaranak baktérium Osszeteviivel
(bakteriom) foglalkozom. A bakteriom tehat a mikrobiomba tartozé kisebb egység. Ezek a
mikroorganizmusok a sziiletés pillanatatol népesitik be az ¢élolények kiilvilaggal hataros részeit,
amelyek a kornyezetbdl és az anyatol szarmaznak. Tobben is bizonyitottdk human vonalon,
hogy a természetes uton, és a mesterségesesen, csaszarmetszéssel vilagra jott csecsemok
mikrobiomjaban jelentds eltérések vannak (Béckhed et al., 2015). Chu és munkatarsai (2017)
szerint ezek a kiilonbségek mar 6 hetes kor utan nem ismerhetdk fel. Sokaig azt gondoltak, hogy
a csecsemOk sterilen, minden mikroorganizmustél mentesen sziiletnek meg, de szamos
genomikai és genetikai vizsgalat elvégzése utan kétségbe vontdk ennek igazsagat (Piccolo et
al., 2017). A mikrobiom az életkor elérehaladtaval is folyamatos valtozason megy keresztiil. A
bélmikrobiom Osszetétele és miikodése szamos tényez6tol fiigg, amely forditva is elmondhatd,
befolyasolja az allatok egészségét, valamint termelési mutatodit. Ezek a fobb tényezok lehetnek
sertéseknél a takarmanyozas, tartasi koriilmények, kiilonbozd stresszorok. A taplalék hatasa
nagyon fontos, amelyet kisérletesen is bizonyitottak. Tej alapt tapszerrel, sz6ja alapt tapszerrel
taplalt, valamint szoptatott malacok vékonybél mikrobiom-0sszetételét vizsgaltak, amelyek
szamos kiilonbséget mutattak (Prabhu et al., 2012).

A valasztas jelenti a legnagyobb stresszt a malac szdmara, mivel ez 0j kornyezetet,
takarmanyvaltast, és az anyjatol valo elszakadast jelent. Ebben az iddszakban kiilondsen fontos
a megfeleld tartdsi €s takarméanyozasi technologidk betartasa, alkalmazisa (Summers et al.,
2019). A sertés késobbi életében egy Uj takarmany bevezetésekor is jelentds mértékben
fokozatosan megvaltozik a bélmikrobiom Osszetétele az 0j kornyezethez alkalmazkodva
(Tilocca et al., 2017). A sokrétii kapcsolat a mikrobiom és a gazdaszervezet k6zott bizonyitott,
szerepe van tobbek kozott az immunrendszer normal miikodésében, a tdpanyagok
metabolizmuséban. Kozvetleniil befolydsolja a szénhidratok lebontasat, rovid szénlanct
zsirsavakat biztosit, enyhiti és megvaltoztatja a potencialisan mérgezd vegyiiletek hatasat és
esszencialis vitaminokat 4llit eld (Gill et al., 2006). Ezek mellett bizonyos betegségekkel is
Osszefiiggésbe hozhatd, példaul egyes baktériumok tilszaporodasa, illetve csokkenése, vagy
esetlegesen nem a bélflora természetes tagjdhoz tartozé mikroorganizmus jelenléte okozhat

problémat.



Mindezek miatt fontos a sertés, valamint a tobbi gazdasagi haszonallat egész élete soran
a bélcsatorna lakoinak pontos feltérképezése, azok valtozasainak megismerése, illetve a
kortilményekkel vald Osszevetése. Ezek az ismeretek segithetik a telepeket a szelekcios és
termelési rendszerek optimalizalasaban. A mikrobiom Osszetételének megismerését teszik
lehet6vé az ujgeneracids szekvenalasi modszerek (next generation sequencing — NGS). A
hagyomdnyos mikrobiologiai, tenyésztésen alapuld modszerekkel szemben ennek nagy eldnye,
hogy a mintaban jelen 1évé 0Osszes mikroorganizmus egyidejileg kimutathaté azok
orokitéanyagan keresztiil (Kriko et al., 2018). Munkank soran ezen mddszereken beliil is az Gn.
shotgun metagenom szekvenalast alkalmaztuk, ami a genomot véletlenszerlien darabolja fel, és
az igy kapott fragmentumokat szekvenalja.

Vizsgalatunk célja az volt, hogy betekintést nyerjiink kiillonb6z6 életkort, ezaltal
kiilonboz6 takarmanyozasi csoportokba tartozo sertések bélmikrobiomjanak valtozatossagaba.
Igy ezeknek a sertéseknek teljes bélflorajat térképeztiik fel, meghataroztuk a sertés bélsar teljes
baktérium Osszetételét. Tovabba dsszefiiggést kerestiink a takarmany bélbakteriomra gyakorolt
hatasa kozott, hogy lathassuk, mi javithatnd a haszonallatok termelékenységét, illetve

segithetne hozzé az egészségiik megtartasdhoz.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A DNS szerkezete

A baktériumok Orokitbanyaga, mint az Osszes prokaridta sejté, dupla szala
dezoxiribonukleinsav (tovabbiakban DNS). Egy DNS szal nukleotidok 6ssszekapcsolodasaval
épiil fel, és minden egyes nukleotid egy foszfatcsoportot, egy dezoxiribozt és egy bazist
tartalmaz. A bazisok nitrogéntartalmti heterociklikusos vegyliletek, amelyeknek négy
csoportjat kiilonbdztetjiik meg, a timint, citozint, guanint, és adenint. Ezek sorozata adja a
bazissorendet. Ezt nevezzik a DNS szekvencidjanak, ami meghatarozza a genetikai
informaciot. A nukleotidokat a tovabbiakban a bazisok kezddbetiivel jelolom (T, C, G, A).
Végiil az ezek alkotta polinukleotid lancok spiralszeri 6sszekapcsolddasaval kapjuk meg a
kétszalu orokitdanyagot (Dedk, 2014). James Watson, Rosalind Franklin és Francis Crick irta
le 1953-ban a molekula kettds-hélix szerkezetét, valamint rajottek, hogy a két polinukleotid
szalat hidrogén-kotések kapcsoljak Ossze. A DNS molekuldk a sejtciklus egy fazisaban
Osszetekeredett allapotban talalhatéak meg, ezeket az egységeket nevezziik kromoszomaknak.

A baktériumok egyszeres kromoszoéma allomannyal rendelkeznek, tehat haploidok (Dedk,
2014).

2.2. Torténeti attekintés

A molekularis biologia tobbek kozott a fehérjék és nukleinsavak szekvenciajanak
meghatarozasaval foglalkozik, fejlddése egybefonddik a DNS szerkezetének feltarasaval,
azonban az Uj felfedezések az 1950-es években kezdddtek, és intenziv mértékben tartanak mind
amai napig. Az 1970-es évek végén hataroztak meg legeldszor a DNS bazissorrend;jét. Ezekben
az id6kben két jelentds szekvenalasi modszer volt ismert, a Maxam-Gilbert-féle moszer, és a
Sanger-féle lancterminacion alapuld modszer, amelyért Nobel-dijat is kaptak (Szeberényi et
al.,2014).

Maxam-Gilbert modszer 1ényege egy kémiai hasitas bazisspecifikus agensekkel, majd
gélelektroforézissel allapitjak meg az igy kapott lancok méretét. Ebbdl kovetkeztetnek a
szekvenciara (Szeberényi et al.,2014).

A Sanger-féle lancterminacion alapulé DNS-szekvenalas egy dideoxinukleotid (ddNTP)
lancterminéacidos modszer, amely alapja egy mesterséges koriilmények kozott végzett DNS-
szintetizald rendszer, egy polimerizacids reakcio. (A polimerizacid egy kémiai reakcio, amely

soran tobb, azonos vegyiilet egy oridsmolekulavd kapcsolodik melléktermék keletkezése



nélkiil.) A szakaszhoz radioaktiv vagy fluoreszcens primert illesztenek, majd egy polimeraz
enzimmel atirjak egy masik szalra. A vizsgalathoz ddNTP-k sziikségesek, 4 kiilon csébe mas
dideoxinukleotid keriil (ddCTP, ddGTP, ddATP, ddTTP). A dNTP helyett a ddNTP fog
beépiilni a lancba. Ezek dezoxiribdézédnak harmadik szénatomja nem tartalmaz hidroxil-
csoportot, igy megszakad a lanc ndvekedése, kiilonb6zé hosszusagu szalakat kapunk, mivel
ezek kapcsolodasa véletlenszerii esemény. Az igy kapott 4 mintat gélelekroforézissel futtatjak,
amely nagysag szerint valasztja szét a fragmentumokat. Majd a DNS-szekvenciakat az alapjan
hatarozzak meg, hogy melyik cs6ben, melyik ddNTP volt, mert a lancterminaci6 mindig az
adott bazisnal all le (Wunderlich, 2014).

A piroszekvenalas is egy szintézisalapu szekvenaldsi modszer, amely a DNS-polimeraz
enzim aktivitasat luciferdz enzim segitségével érzékeli. Nukleotidokat adnak a rendszerhez,
amik a polimerdz enzim segitségével beépiilnek a szalba. Ilyenkor egy biokémiai reakcidsor
megy végbe, ahol a luciferdz 4ltal katalizalt folyamat fénykibocsatassal jar, amelynek
intenzitasa aranyos a beépiilé nukleotidok szamaval. Tehat a fényvillandsok adjdk a DNS

szekvencidjat (Antal et al., 2014).

2.3. Legujabb modszerek

Ezek utdan fejlesztették ki az tUjgeneracids szekvendldsi modszereket. A régebbi
technikdkkal szemben nagy eldnyiik, hogy révid i1d6 alatt nagy mennyiségli béazissorrend
meghatarozasara képesek, jelentdsen kedvezObb aron. (Metzker, 2011) A technika soran nincs
szlikség a lancok méret alapjan torténd elvalasztasara, de szintén enzimatikus folyamatokrol
van sz0.

Az NGS modszerek kozott elkiilonithetiink célzott (targeted) €és nem célzott (untargeted)
technikakat. A célzott mintafeldolgozas sordn csak adott régiokat vizsgalnak, ilyen példaul az
un. 16S rRNS-gén szekvenalas. Ez a 16S rRNS a riboszomalis RNS egy legkevésbé valtozo,
mondhatni alland6 része, igy filogenetikai vizsgalatokra alkalmas. Ezzel ellentétben a nem
célzott, un. shotgun szekvenalas a minta teljes nukleinsav tartalmat képes szekvenalni (Kriko
et al., 2018). A szakdolgozatom alapjat képz6 kisérletben is ezt a modszert alkalmaztuk.

Az NGS sikerét mutatja, hogy a human gyogyaszatban és kutatdsban szamos teriileten
alkalmazzdk, mint klinikai metagenomikai moddszer. Hasznélhatjdk példaul a fertézo
betegségek diagnosztizalasdban, valamint az onkologia teriiletén is kiemelt a szerepe.
Mikrobialis vizsgalatokat végeznek mind egészséges, mind pedig beteg emberekben, hogy

ezaltal megismerjék a gazdaszervezet fert6zésekre adott valaszat a gének szintjén is. Nagy



elonyt jelenthet a hagyomanyos mikrobiologiai modszerekkel szemben, mivel a korokozok

széles skalaja egyszerre, egyetlen vizsgalattal kimutathatd (Charles et al., 2019).

2.4. Rendszertani fogalmak

A szoveg konnyebb értelmezése ¢€rdekében megnevezem az egyes taxondmiai
csoportokat, amelyeket az él6lények rendszerezése soran hasznalnak. A kingdom egy
rendszertani szint, amelyet magyarul orszagként haszndlunk. Az egész ¢ldvilagot 6t orszag
alkotja, a prokariotdk, az egysejtii eukariotadk, a gombdk, a novények és az allatok. A
prokariotakat pedig az 6sbaktariumok (Archebacteria) és a valodi baktériumok (Eubacteria)
adjak. Ezeken beliil a tovabbi taxondmiai szintek a térzs (phylum), az osztaly (classis), rend

(ordo), csalad (familia), nemzetség (genus), valamint a faj (species).

2.5. A bélmikrobiom szerepe

A bélcsatornat benépesitd mikroorganizmusok egy Osszetett kozosséget képeznek, és
szoros kapcsolatban allnak a szervezettel, mivel hozzdjarulnak annak egyensulydhoz,
egészségehez. A bélmikrobiom a szénhidratok fermentacidja révén részt vesz az energia
eloallitasaban és tarolasaban, a rovid szénlancu zsirsavak felszivodasaban, esszencialis
aminosavak és vitaminok eldallitdsaban (Gill et al., 2011). A rdévid szénlancu zsirsavak
elsdsorban acetat, propionat €s butirdt, ez utdbbi az enterocitdk és a kolonocitak f6
energiaszubsztratjat jelenti, s6t emellett még gyulladascsokkentd és daganatellenes hatassal is
bir. A propionat viszont a majban, az acetat pedig a periférias szovetekben hasznosul (Guarner
et al., 2003). Masik fontos tulajdonsaga, hogy kdlcsonhatasba 1ép az immunrendszerrel, igy
eldsegiti az immunsejtek érését €s a normal immunfolyamatok kialakulasat (Chow et al., 2011).

A bél dkoszisztémaja folyamatosan valtozik. Vannak 4allando lakoi, akik tgynevezett
kommenzalistdk és a gazda egész életében fennmaradnak. Nagy része viszont atmeneti
mikroba, akikre nagy hatassal birnak a fentebb emlitett tényezék. Ha ezek aranya
nagymértékben megvaltozik, akkor beszélhetiink diszbidzisrol. Tehat a szervezet szamdra
hasznos baktériumok szama csokken, a kéros baktériumok mennyisége pedig nd, vagy a bélben

egészséges koriilmények kdzott nem talalhaté mikroorganizmusok jelennek meg.



3. Anyag és modszer

3.1. Mintavétel és szekvenalas

Egy nagy létszamu sertésallomany 6t takarmanyozasi csoportjabol gytijtottiik a mintakat.
Az allomany a Duna-hyb Kft. tulajdonaban 4all6 faddi telepen talalhat6. Négy-négy kutrica
padozatardl vettiik csoportonként a frissen iiritett bélsarat, ezeket életkoronként elegyitve
(poolozva) dolgoztuk fel.

Az igy kapott 6t mintavételi csoportot a Koca, Malac 1.-, Malac I1.-, Hizo 1.-, illetve Hizo
Il.- tappal takarméanyozott sertések alkottdk, amelyeket legalabb két hete igy tartottak. A
késobbiekben ezek alapjan fogjuk jeldlni az egyes csoportokat. A kocakhoz azok az anyaallatok
tartoznak, amelyek a mintavételt megel6z6 6t napon beliil fialtak. A Malac I. csoport tagjai
nyolc hetesek, a Malac Il. csoport tagjai tizenegy hetesek, a Hizo 1. négy honaposak, a Hiz6 I1.
csoport tagjai pedig 6t és fél honaposak voltak. Az allatok életkora az egyes csoportokban a

konnyebb attekinthetdség érdekében az 1. tablazatban van 6sszefoglalva.

1. tablazat A vizsgalt allatok életkora takarmanyozdsi csoportonként

A takarmanyozasi csoportokat alkoto allatok életkora
Koca Mintavételt megel6z6 6t napon
beliil fialt
Malac I. 8 hetes
Malac 1. 11 hetes
Hizo 1. 4 honapos
Hizo 11 5,5 honapos
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A mintavétel 2018.05.31-én tortént meg. A sertésekrdl a tovabbi fontos adatokat a 2.

tablazatban foglaltam Ossze.

2. tablazat Az egyes csoportok sziiletési datumai, valamint a takarmanyvaltasuk idopontjai

Takarmanyozasi csoport Sziiletés datuma Utolso takarmanyvaltas
Hizo L 2018.01.29. H1-re atallas 2018.05.17.
Hizo6 I1. 2017.12.18. H2-re 4tallas 2018.05.11.
Malac . 2018.04.06. M1-re atallas 2018.05.17.
Malac I1. 2018.03.15-24. M2-re atallas 2018.05.18.

A kocék fialasi datuma 2018.05.26., 2018.05.28. és 2018.05.29. volt., igy lathato, hogy

mindegyik anya ténylegesen 6t napon beliil ellett.

A takarmanyozasi hatdsok elemzése miatt szemléltetem az etett tapok jellemzdit. A 3.

tablazatban azoknak a takarmany-OsszetevOknek a részaranyat mutatom be, amelyek

mindegyik vizsgélt csoport takarmanyaban szerepeltek.

3. tablazat A takarmanyosszetevok szdzalékos lebontdsa a takarmanyozasi csoportok szerint

Takarmany Arpa (%) Tritikale (%) Kukorica (%) Széja (%)

Hiz6 L. 20.0 17 38 10.0
Hizo 11 34.3 15 28 35
Malac . 26.0 19 20 11.0
Malac 1. 30.0 28 20 7.5
Koca 25.0 22 20 4.0

A sertésekkel etetett tapok a telep sajat keverdiizemében késziiltek, az itt kiadott recept

alapjan rogzitettiik a takarmanyok 0sszetételét.

A bélsarmintak feldolgozéasa soran els6 1épésként az 6ssz-DNS kivonasa sziikséges, ez a

Zymo Research ZR Fecal DNA Kit-jével valosult meg. Az 6ssz-DNS tartalmazza a sertés sajat,

a takarmany-Osszetevok, illetve az allat bélflorajat alkotd mikroorganizmusok genomjat. A
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kivonas soran a rendszer restrikcios enzimekkel feldarabolja a hossziit DNS-szalakat, amely a
szal véletlenszer(i pontjain kdvetkezik be (Kriko et al., 2018).

Ebbdl az Ton Torrent PGM (Personal Genome Machine) szekvenatorral olvastuk le a
leolvasasi szekvenciakat, tehat a bazissorrendet ismertiik meg. Ez a rendszer a kémiai
informaciokat kozvetleniil digitalis adatokka alakitja at egy biokémiai folyamat révén. Amikor
egy polimeraz nukleotidot épit be a ndvekvé DNS-szalba, akkor hidrogén-ion (H+) szabadul
fel melléktermékként. Ezt a toltést képes felismerni az Ion PGM chip, amely igy pH-mérdként

funkcional, a fesziiltségvaltozasokat rendeli hozza a bazisokhoz (Liu et al., 2012).

3.2. Bioinformatikai adatfeldolgozas, statisztikai elemzés

A leolvasasi szekvenciak adtak a bioinformatikai elemzés alapjat, azok olyan readek,
amelyek restrikcios enzimekkel véletlenszerien fragmentalt (széttérdelt) DNS-darabok
bazissorrendjének digitalizalasaval jottek létre (Kriko et al., 2018). Ezzel a modszerrel tobb
millio szekvenciat kaphatunk. Elvégeztiik a nyers-readek mindség-ellendrzését, igy kisziirtiik a
megbizhatatlan bazissorrendii szekvencidkat. A megtisztitott DNS-szakaszok szekvencidjat
FASTQ-fajlokban taroltuk. Ezutan sziikséges a sertés eredetii szakaszok kisziirése, mert mi
csak a nem sertés eredetii szekvenciakat vizsgaltuk. A FASTQ-fajlokat, Bowtie2 szoftverrel
very sensitive beallitassl a Sus scrofa (NCBI azonosité: Scrofall.) referencia-genomra
illesztettiik, és az ezzel nem egyez0 readeket hasznaltuk a késobbiekben az elemzéseinkhez. A
referencia-genomokat a genomi konyvtarak tartalmazzak, amelyek az 6sszes ismert szekvencia
gylijtemeénye, ezek kiilonb6z6 adatbazisokbol szerezheték meg. Mi az NCBI (National Center
for Biotechnology Information) genom gytijteményét hasznaltuk.
redundancia felesleges adatot jelent, ilyenek példaul az ismétlédé szekvencidk. Ha tobb
tokéletesen megegyezd hosszusagu €s szekvencidji szakaszunk van, akkor ezekbdl csak egyet
tartunk meg. Erre a 1épésre azért volt sziikség, mert ez torzithatja a taxonok részaranyat
(Torbjorn et al., 2016). Az igy kapott readeket rendszertani kategoriakba soroltuk, ezt taxon-
klasszifikacionak nevezziik. Ehhez a Kraken2 nevili szoftvert és az NCBI NT adatbazist
hasznaltuk (Wood et al., 2019; Pruitt et al., 2005). Itt mar csupan a nem sertés eredetii
szekvencidkra illesztettiik a referencia-adatbazist. A Kraken2 a legalacsonyabb kozos 6shoz
rendeli a szekvencidkat (LCA= Lowest Common Ancestor), majd ez alapjan hozza létre az
OTU-tablat. AZ OTU operativ taxonomiai egységet jelent (Operational Taxonomic Unit), az
egyes mintak taxonomiai szintek szerinti 9sszetételét adja meg. Igy megkaptuk, hogy az egyes

taxonomiai egységekre hany darab rovid leolvasasi szekvencia illett rd. A matrixot ezutan R-
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programban és a phyloseq programcsomag segitségével elemeztiik (McMurdie et al., 2014).
Ezt kovetéen a readek mintanként eltéré szamat kiegyenlitettiik, ezt a 1épést rarefactionnek
nevezziik. Erre a lépésre a mintdkban taldlhatd baktériumfajok relativ gyakorisdgainak
hasonlésaganak kimutatasahoz volt sziikség (Kriko et al., 2017). Mivel mi a bélsarban 1évo
mikoroorganizmusok koziil csak a baktériumokra vagyunk kivancsiak, csak azokat a readeket
hasznaltuk fel, amelyek az osztalyozas soran a Bacteria kingdomba tartoztak.

Munkdénk soran a taxondiverzitast irtuk le el0szor. A diverzitas egy 6kologiai mérték, ami
a populaciot alkotd fajok szdmat €s részaranyat egyiittesen méri, azok sokféleségérol ad
informaciot. Megkiilonboztetiink o-, B- és y-diverzitast. Az a-diverzitas a minta vagy a
koz0Osség részaranyat adja meg, a B-diverzitas a kozosségek kozotti sokféleséget mutatja meg,
a y-diverzitas pedig a kett6 egylittesébdl alakul ki (Weiss et al., 2016). Az a-diverzitas mértékét
kiilonboz6 indexekkel adjak meg, amelyek bizonyos becslések alapjan probalnak informaciot
adni az adott populaciora vonatkozdan. Vagyis a valodi diverzitas becslésére szolgalnak (Ke et
al., 2019). A szakirodalomban talalt indexek koziil a legtobbek altal hasznalt Shannon-indexet,
masnéven Shannon entropiat hasznaltuk. Az entrdpia sz6 rendezetlenséget, bizonytalansagot
jelent, tehat a populacido egy véletlenszerlien kivalasztott elemének besorolasaban rejld
bizonytalansagot szamszertsiti (Shetty et al., 2013). A Shannon-indexet és a nyers taxonszamot
is a ritkitott OTU-tabla felhasznalasaval kaptuk meg.

A B-diverzitast, a két kozosség kozotti taxongazdagsag—hasonldsagokat is kiilonféle
indexekkel jellemezi a szakirodalom. Mi az un. Bay-Curtis indexet hasznaltuk. Ez a mintak
kozti kiilonbségeket adja meg, amihez a fajok Osszesitett szamat és az azok kozott 1évd
részaranyt hasznélja fel. A Shannon-indexhez hasonldéan ezt is a ritkitott OTU-matrix
felhasznalasaval szamoltuk ki. Ha a két minta teljesen megegyezik egymassal, akkor az index
a minimum értéket adja, Bay-Curtis=0. Ugyanakkor, ha a két minta nem tartalmaz kozos
fajokat, akkor a maximum értéket fogjuk kapni, Bay-Curtis=1 (Rognes et al., 2016). Az igy
létrehozott tavolsagmatrixot, a taxongazdagsag-hasonlosagokat ezutan abrazolnunk kellett a
konnyli leolvashatosag érdekében, ehhez egy dimenzioredukcidos modszert, a Non-metric
Multidimensional Scalinget (NMDS) hasznaltuk (Kruskal et al., 1964). A tavolsagokat egy
kétdimenzids térben kaptuk meg, ahol a pontok abrazoljak a mintdkat, azok vannak kozelebb
egymashoz a koordinata rendszerben, amelyek jobban hasonlitanak, tehat azok tavolsaga a
hasonlésagukkal forditottan aranyos. A modszer a pontokat annyira htizza szét a térben, hogy
azok tavolsaga a tavolsagmatrixban 1évo értékekkel a legpontosabban megfeleljenek. Ezaltal a
koordinata rendszer tengelyei tetszélegesek, Onmagukban nem értelmezhetd értékeket

tartalmaznak, csak az dbrazolast segitik.
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A tovabbi elemzésekbe csak azokat a nemzetségeket (genusokat) vontuk be, amelyek
genomja mindegyik mintdban legalabb 0,5%-0s részaranyban jelen van a teljes bakteriomon
beliil. Az életkor, a takarmany0sszetevok és a magbakteriom baktériumgenus-részaranyainak
Osszefliggésének szdmszerlsitésére linearis regressziot alkalmaztunk. Azonban csak a becslést
¢s annak standard hibajat mutatjuk be a kis mintaeclemszam miatt. A kocak csoportjat alkotd
sertések életkora joval heterogénebb a tobbi csoporthoz képest, ezért Oket kihagytuk az
¢letkorral valo Osszefiiggések elemzésébdl. Fontos kiemelni tovabba, hogy a takarmanyalkotok
koziil csak azok hatasat vizsgaltuk, amelyek mindegyik takarmanyban jelen voltak (tritikalg,

takarmanykukorica, takarméanyarpa, szoja).
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4. Eredmények

A fenti médon nyert readek atlagos hossza 250 bazis volt. Ezeket a 4. tablazatban

takarmanyozasi csoportonként osztalyoztuk, kiilonbontottuk a mintdnként leolvasott nyers €s a

taxonklasszifikalt readek szamat, valamint megadtuk a taxondiverzitas értékét és a Shannon-

indexet.

4. tablazat A csoportonkeént leolvasott nyers és klasszifikalt readek szama, a meghatarozott

taxonszam és Shannon-index (Papp et al., 2020)

Minta Readek szdma

nyers
Malacl. 565
803
Malac 256
I 397
Hiz6 1. 567
346
Hizo II. 659
530
Koca 214
014

klasszifikalt

53720

23 374

42 743

48 298

20975

o-diverzitas

taxonszam Shannon-

374

385

504

663

414

index

3,67

3,82

4,01

4,22

3,49

A Hiz6 II. csoportban kaptuk a legtobb nyers readet, és a legmagasabb taxonszamot.

Ezzel szemben a klasszifikalt read-ek szama a Malac 1. csoportban mutatta a legmagasabb

értéket. Folyamatos novekedést lathatunk a taxonszdmokat és a Shannon-indexet tartalmazo

oszlopban.

A taxondiverzitas szerinti tdvolsdgokat mutatja az 1. dbra, amelyet az NMDS altal végzett

dimenzidredukcioval készitettiink.
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1. dbra Az egyes csoportokbodl kapott mintak baktériumfaj-osszetételének hasonlosagai NMDS
maodszerrel abrazolva kétdimenzios koordinata rendszerben. A tengelyen lévo értékek

onmagukban nem értelmezhetdk, csak az abrazolast segitik (Papp et al., 2020)

Az abrardl leolvashatjuk, hogy a Malac 1. és Malac II. csoportok nagyon kozel vannak
egymashoz, €z nagyon hasonlod taxonosszetételre utal. Lathatjuk azonban, hogy ahogy a
csoportok életkorban tdvolodnak, ugy egyre jobban szétszorddnak a rendszerben az azt jelold
pontok. A legnagyobb kiilonbséget a Hizo6 II. csoport adja, mind a vizszintes, mind pedig a
fiiggdleges tengely alapjan egyarant. A kocék ennek ellenére a vizszintes tengelyen majdnem
egy ponton helyezkednek el a Malac 1. és II. csoportokkal, viszont a fiiggéleges tengelyen itt a
legnagyobb a tavolsag az dsszes tobbi mintadhoz viszonyitva.

Ot baktériumtdrzset, ezen beliil pedig tizennégy baktérium nemzetséget sikeriilt
beazonositani, amelyek mind az 6t takarmanyozasi csoportban jelen vannak. Azok egyes

részaranyai (abundanciai) eltéréek, aminek mértékét a 2. és 3. abra szemlélteti.
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2. abra A magbakteriom csoportonkénti torzsszintii relativ részaranyai (Papp et al., 2020)

Nemzetseg
Bacteroides

Blautia

100- IIIIIIIII IIIIIIIII

50 4 Lachnoclostridium

Coprococcus

Faecalibacterium

Fibrobacter

Lactobacillus

Megasphaera

Relativ abundancia (%)

Oscillibacter

254 Prevotella

o-----

Malac | Malac II Hizo | Hizo Il Koca
Minta

Roseburia

Ruminococcus

Streptococcus

3. abra A magbakteriom csoportonkénti nemzetségszintii relativ részaranyai (Papp et al.,

2020)
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Osszevetettiik a magbakteriom részét képezé nemzetségeket a {6 takarmanyalkotokkal

(az arpaval, tritikaléval, kukoricaval és a szojaval), amellyel azt vizsgaltuk, hogy az adott

Osszetevok hogyan befolyasoljak az egyes baktériumok mennyiségét. Az eredményeket az 5.

tablazatban lathatjuk.

5. tablazat A nemzetségek részaranyainak osszefiiggései az egyes takarmany-osszetevokkel és

az allatok koraval. A p- egyiitthatok az adott takarmanydsszetevok és az életkor egy egységgel

tortéend emelkedésekor tapasztalhato valtozasokat fejezik ki az egyes nemzetségek

abundancidjaban, mig az SE azok standard hibajat jeléli. (Papp et al., 2020)

Nemzetség Arpa Tritikalé Kukorica Szbja Eletkor

B p B B B

SE SE SE SE SE

Bacteroides -0,00197 0,00222 -0,00106 -0,00195 -0,00115
0,00238 0,00249 0,00168 0,00402 0,00099
Blautia 0,00177 -0,00165 0,00029 -0,00315 0,00232
0,00113 0,00131 0,00102 0,00159 0,00095
Clostridium 0,00016 0,00026 -0,00054 -0,00172 0,00016
0,00089 0,00094 0,00052 0,00101 0,00035
Coprococcus 0,00033 -0,00499 0,00354 -0,00141 0,00506
0,00345 0,00229 0,00115 0,00542 0,00164
Faecalibacterium -0,00221 -0,00069 0,00209 0,00233 0,00069
0,00159 0,00213 0,00068 0,00294 0,00235

Fibrobacter -0,00905 0,00466 0,00199 0,00471 -0,00305
0,00381 0,00633 0,00423 0,00988 0,00715

Lachnoclostridium  0,00063 0,00093 -0,00143 0,00111 -0,00189
0,00141 0,00146 0,00055 0,00222 0,00123
Lactobacillus 0,00890 -0,01449 -0,00010 -0,00242 0,00553
0,00967 0,00810 0,00743 0,01730 0,01228

Megasphaera 0,00334 0,01229 -0,00476 0,01108 -0,01046
0,00890 0,00659 0,00553 0,01293 0,00662
Oscillibacter -0,00038 0,00074 -0,00079 -0,00253 0,00002
0,00159 0,00165 0,00099 0,00208 0,00018

Prevotella -0,00359 0,00255 -0,00013 0,00231 -0,00244
0,00160 0,00237 0,00178 0,00393 0,00226
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Roseburia

Ruminococcus

Streptococcus

-0,00002
0,00060
-0,00060
0,00187
0,00269
0,00266

0,00058
0,00054
0,00027
0,00201
-0,00267
0,00289

-0,00062
0,00019
-0,00033
0,00127
0,00185
0,00179

0,00035
0,00093
-0,00340
0,00228
-0,00530
0,00380

-0,00087
0,00033
0,00086
0,00028
0,00521
0,00072
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5. Megbeszélés

Az Osszefliggések megértése érdekében ismertetem az egyes baktérium nemzetségek
alapvetd tulajdonsagait.

A Bacteroides nemzetségbe Gram-negativ, obligat anaerob, palcika alaku baktériumok
tartoznak. Megtalalhatok az allatok nyalkahartydin, tobbek kozott az emésztdcsatornaban,
amelynek természetes lakoi. Fakultativ patogén mikroorganizmusok, valamilyen hajlamosito
tényezO, példaul a nyalkahartya sériilésének kovetkeztében okozhatnak megbetegedést,
nyalkahartya elhaldsat, talyogosodasat, esetleg méhgyulladast. Jellemz6 képviseldje a
Bacteroides fragilis (Varga et al., 1999).

A Blautia nemzetség fajai Gram-pozitivak, anaerob koriilményeket sziikségelnek.
Acetatot és szukcindtot allitanak eld, amik fontos energiaforrasok a vastagbél szdmara (Liu et
al., 2008). Egy human tanulmany érdekes megfigyelést tett ezzel a nemzetséggel kapcsolatban.
Csonvel6 transzplantacion atesett betegek székletmintéit vizsgaltdk 16S rRNS szekvenalassal,
¢s vetették 0ssze a graft-versus host disease (roviden GVHD) okozta elhaldlozas mértékével. A
GVHD gyakori betegség az ilyen beavatkozason atesettek korében, 1ényegében a donor
csontveld sejtjei immunvalaszt inditanak a recipiens sejtjei ellen, ami a szervezetet stilyosan
kérositja. Ebben a tanulmanyban azt tapasztaltdk, hogy amely betegek bélcsatorndjaban
nagyobb mennyiségii Blautia volt talalhatd, ott kisebb volt az elhalalozas esélye. Ez a Blautia
jotékony gyulladasgatlo hatasaval hozhat6 6sszefiiggésbe (Jenq et al., 2016).

A Clostridiumok Gram-pozitiv, anaerob, sporaval rendelkez6 baktériumok. Természetes
lakoi a talajnak, az emberek és allatok bélcsatorndjanak. Tobbségiik szaprofita, de talalunk
kozottiik fakultativ patogén korokozokat is. Csak akkor okoznak betegséget, ha a
bélcsatornabdl a szovetek koz¢ jutnak, onnan a toxinjaik felszivodnak, ugyanis exotoxinokat €s
extracellularis enzimeket termelnek. Szamos faja kiilonféle korképeket képes eldidézni, ezek
harom nagy csoportja a gazddémas, az enterotoxémias €s az intoxikacidés megbetegedések.
Sertésekben féleg a Clostridium tetani okozta tetanusz, a Clostridium botulinum okozta
botulizmus, valamint az enterotoxémiak koziil a Clostridum perfringens C fordul eld, ami az
Ujsziilott malacok fert6z6 elhaldsos bélgyulladasat idézi eld. A gazodémak csoportjaba tartozo
korképek koziil tovabba a Koves betegség jellemz6 a sertésekre, amit a Clostridium septicum
okoz, a gyomor nyalkahartya vérzésével és hirtelen elhullassal jar (Medveczky et al., 1998,
Varga et al., 2018).

20



A Coprococcus nemzetség azon Gram-pozitiv, anaerob fajokat foglalja magaba, amelyek
aktivan fermentaljak a szénhidratokat. Fébb fermentécios termékei a vajsav, hangyasav, ecetsav
¢s a propionsav (Holdeman et al., 1974).

A Faecalibacterium szintén Gram-pozitiv, anaerob mikroorganizmusok csoportja.
Egyetlen képviseléje a Faecalibacterium prausnitzii. Szamos allatfaj bélflorajanak és
uriilékének egyik leggyakoribb alkotdja. A bélben 6k is butiratot és rovid szénlancu zsirsavakat
termelnek, amelyek energiat biztositanak a vastagbél hamsejtjeinek. Gyulladasgatld és
immunmodulalé hatassal rendelkeznek (Wang et al., 2014). Ennek bizonyitasara Wang és
munkatarsai (2014) ulcerativ colitisben és Crohn betegségben szenvedé emberek székletmintait
¢s bélnyalkahartyabol vett biopsziait vizsgaltak. Mindketté a bélrendszert érintd gyulladasos
korkép, az ulcerativ colitisben (fekélyes vastagbélgyulladas) a vastag- és végbél feliiletes
rétege, mig a Crohn-betegségben a bélrendszer barmely szakasza és a mélyebb rétegek
érintettek. Azt tapasztaltak, hogy az aktiv Crohn- és fekélyes vastagbélgyulladasban szenvedd
betegek mintai kevesebb Faecalibacterium prausnitziit tartalmaztak a kontroll csoport
mintaihoz képest.

A Lactobacillusok Gram-pozitiv, aerotolerans anaerob vagy mikroaerofil, sporaképz6
baktériumok. A tejsavbaktériumok kozé tartoznak, mivel a hexdéz homofermentativ
metabolizmusa révén tejsavat allitanak eld. Egy masik at soran pedig ezt a cukormolekulat
tejsavva, szén-dioxidda, ecetsavva, illetve hangyasavva alakitjak, ezt nevezzik
heterofermentativ.  metabolizmusnak. A vékony- ¢és vastagbél, illetve a hiively
nyalkahdrtydjanak természetes lakoi (Kandler,1983). A nemzetség szamos pozitiv hatassal
rendelkezik, tobbek kozott felel a bélflora stabilitasaért, bizonyos mértékben részt vesz a
korokozokkal szembeni védelemben, a koleszterinszint csokkentésében és immunstimulalo
szereppel is birhat (Elmer et al., 1996). Egyes Lactobacillus fajokat probiotikumok
Osszetevdjeként alkalmaznak a bélflora egyensulydnak helyreallitdsa céljabol, foként a
Lactobacillus acidophilust, Lactobacillus bifidust, Lactobacillus caseit és Lactobacillus lactist.
A sertésagazatban széles korben hasznaljak a vemhes és szoptatd kocak, valamint a fiatalabb
sertések egészségének javitdsara is. Megakadalyozzdk a patogén baktériumok (példaul
Escherichia coli, Clostridiumok, Salmonellak) elszaporodasat, hozamfokozé hataskant novelik
a sulygyarapodast és a takarmanyértékesitést, é¢s a hasmenéses megbetegedések eléfordulésa is
csokkenhet. Egyes alkotoi vitaminokat és novekedési faktorokat is termelnek (Andrasofszky et
al., 2009).

A Megasphera nemzetséghez Gram-negativ, anaerob, sporasodasra képes baktériumok

tartoznak. A Firmicutes torzsbe tartozd nemzetség a sertés bélflora természetes tagja. A
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Megasphera eldenii szintén révid szénlanch zsirsavakat allit el6 a bélben, igy energiaforrast
biztosit a szervezet szamdra ¢és fontos szerepet jatszik a bél egészségében (Yoshikawa et al.,
2018).

Az Oscillibacter nemzetség tagjai Gram-negativ, anaerob mikroorganizmusok.
Kiilonboz6 allatok, illetve az ember bélcsatornajanak lakoi. Az Oscillibacter valericigenes
nevii fajat példaul a japan Corbicula kagyl6 tapcsatornajabol izolaltak (Iino et al., 2007).

A Prevotella nemzetséget Gram-negativ, anaerob baktériumok alkotjak. A Bacteroidetes
torzs részét képezi. A szaj, a hiively, illetve a bél florajanak természetes tagja. Fermentacio
révén biztosit energiat, f6 termékei a szukcinat és a valerat. A tobb rostot fogyasztd allatok és
emberek bélcsatornajaban nagyobb szamban fordul eld. Filippo és munkatarsai IS viszgaltak
2010-ben, kiilonbozo étrendii gyermekeken végzett kutatasaik alapjan. Afrikaban nagyobb
hasonlitottak ossze a 16S rRNS gén szekvenalasaval. Az afrikai gyermekek mintajaban joval
nagyobb aranyban mutattak ki a Prevotella baktériumokat, ugyanis a bakteriom 53%-at tette ki
(Filippo et al., 2010). A Prevotella nemzetség tagjai fajtol fliggden kiilonb6zé gyulladasos
megbetegedéseket okoznak, nem csak a bélben, hanem a légutakban, sz4jban, hugyutakban. De
sertések esetében patogén hatasuk jelenleg nem ismert.

A Roseburia Gram-pozitiv, anaerob baktériumok nemzetsége. Normal koriilmények
kozott jelen vannak a vastagbélben. Itt a szénhidratok lebontasaval butiratot termelnek, igy
energiat biztositanak a bélhamsejtek szamara (Scott et al., 2008).

A Ruminococcus nemzetség a Clostridia osztalyba tartozik, tagjai Gram-pozitiv, anaerob
mikroorganizmusok. Az allatok bélrendszerének lakoi. A sertések vak-, €és vastagbelében
képesek a cellulozt lebontani, igy a rostemésztésben jatszanak szerepet. A kérédzOkben a
sertésekhez képest még a bendében is megtalalhatok Ruminococcus és egyéb cellulozbonto
baktériumok, ezért 6k sokkal tobb nyersrostot tudnak hasznositani (Bokori et al., 2003). A
nemzetségbdl a Ruminococcus albus és a Ruminococcus flavefaciens a jellemz6 fajok.

A Streptococcusok szintén Gram-pozitiv, aerob, illetve fakultativ anaerob baktériumok.
Széles korben elterjedtek, jelen vannak az allatok emésztdrendszerében, szdjliregben,
légutakban, huigy- és nemiutakban, valamint a béron is. Egyes fajai szaprofitdk, nem okoznak
megbetegedést, masok azonban fakultativ patogének, tehat hajlamosito tényez6k hatasara koros
elvaltozasokat idézhetnek eld. Gennyesedéssel jard helyi és generalizalt folyamatok
alakulhatnak ki, féként méhgyulladas, iziiletgyulladas, togygyulladas, illetve a véraramba torve
szeptikémia (Medveczky et al., 1998). A bélrendszerben talalhaté fajok foleg a Streptococcus

hyointestinalis, a Streptococcus bovis, és a Streptococcus suis. Viszont a Streptococcus suis
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predilekcidos helye a sertések tonsilldja, ahol valamilyen hajlamositd tényezd hatésara
elszaporodhat, szeptikémiat, pneumoniat, arthritist és meningoencephalopathiat okozhat. A
Streptococcus bovis véraramba jutva pedig endocarditishez vezethet. A Streptococcusokat a
sejtfalukban 1évd poliszacharid antigénjeik alapjan csoportokba sorolhatjuk. El6sz6r Lancefield
vizsgalta ilyen szempontbdl ezeket a baktériumokat, igy a csoportok is réla kaptak a neviiket,
Lancefield A-D. Az eddig megnevezett fajok a Lancefield D csoportba tartoznak, és az
Enterococcusokat is korabban ide soroltak. Koziilik az Enterococcus faecalis és az
Enterococcus faecium az allatok bélcsatornajanak természetes lakoi. Szaprofitak, de
alkalmanként szivbelhartyagyulladast ¢és talyoglépzddést idézhetnek elé a gyengébb
szervezetekben (Medveczky et al., 1998).

A fent emlitett baktériomok torzsbeli hovatartozasat a 4. abraban foglaltam 0Ossze,

ahonnan leolvashatjuk, hogy a legdominansabb csoport a Firmicutes.

*Bacteroides
*Prevotella

*Blautia
*Clostridium
*Coprococcus
*Faecalibacterium
*Lachnoclostridium
*Lactobacillus
*Megasphera
*Oscillobacter
*Roseburia
*Ruminococcus
*Streptococcus

Firmicutes

Fibrobacteres

w
Q
)
Q
2
O
| -
@
)
O
(G
o

4. dbra A nemzetségek torzsek szerinti megoszlasa (sajat abra)

Az el6z6 abrabol kimaradt két torzset is fontos megemliteni, mivel nemzetség szinten
nem jellemeztiik dket. Foként azon nemzetségeket és fajokat ismertetem roviden, amelyek a
bélmikrobiom részét képezhetik. Az egyik ilyen phylum az Actinobacteria, gram-pozitiv
baktériumok alkotjak. Kisebb részét teszik ki a bélfloranak, de nagy szerepet jatszanak a bél
homeosztazisanak felépitésében, megtartasiban. Szdmos nemzetséget sorolnak az
Actinobacteria  torzsbe, példaul Bifidobacterium, Corynebacterium, Actynomyces,
Mycobacterium (Barka et al., 2016).

A Mycobacteriumok a kiilvilagban, talajban, valamint az éldlények bélrendszerében

¢lnek. Talalunk kozottik szaprofita és fakultativ patogén fajokat, amelyek az allatok
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gimokorjat idézik el6. Sertésekben (Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis)
kezdetben ezek fdleg bélben, nyirokcsomodkban, bélfodorban okoznak helyi elvaltozasokat,
valamint jellemzéek szaprofita fajok is (Mycobacterium phlei, Mycobacterium smegmatis)
(Vargaetal., 1999).

A Bifidobacteriumok természetes alkotéi a gyomor- ¢és bélrendszernek, illetve a
hiivelynek. Kis szamban vannak jelen, ennek ellenére létfontossdgiiak az egészséges
emésztérendszer fenntartasaban. A szénhidratok lebontdsaban van szerepiik. Emberekben
leirtdk immunmoduladlo, hasmenést megel6zo, illetve laktdéz intoleranciat enyhitd hatasat
(Schell et al., 2002). Probiotikumok osszetevéjeként is hasznaljak, ugyanis fenntartja a
bélrendszer egyensulyat, gatolja a karos mikroorganizmusok megtelepedését, serkenti az
immunvalasz kialakulasat, valamint vitaminok eléallitdsahoz is hozzajarulhat (Mayo et al.,
2010). Sertésekben jellemz6 Bifidobacterium fajok példaul a Bifidobacterium suis,
Bifidobacterium thermacidophilum.

Az Actynomyces és a Corynebacterium foként nem a gastrointestinalis rendszerben
talalhatdbak meg, hanem a szervezet mas nyalkahartyain. Az Actynomyces a szdj, - ¢és
garatnyalkahartya florajanak tagja, mig a Corynebacterium kiilonb6z6 fajai inkabb a
hugyholyagban, vesemedencében, nyirokcsomokban képesek megtelepedni ¢és sulyos
elvaltozasokat okozni (Varga et al., 1999).

A masik phylum, amelynek nemzetségeit nem emlitettiik, a Proteobacteria, a Gram-
negativ baktériumok szintén szamos nemzetséget alkotnak, amelyet sok ismert patogén
korokoz6 alkot. Ezek kozil a sertéstenyésztésben jellemzObb, valamint komolyabb
problémakat okoz6 nemzetségek az Escherichia, Salmonella, Bordetella, Brucella, valamint a
Campylobacter.

Az Escherichia coli természetes koriilmények kozott megtalalhatd az  allatok
bélrendszerében, foként a vastagbélben. Fakultativ anaerob baktériumok, féleg fiatal, Gijsziilott
allatokat betegitenek meg, valamilyen hajlamosito tényezd hatdsara, fejletlen immunrendszer
esetén. Az enterotoxikus Escherichia coli (E. coli) torzsek exotoxinjaik révén okozhatnak
sertésekben hasmenéssel jard korképeket, mivel a bél lumenében jelentds folyadékbearamlast
idéznek eld. Az élet elsd tiz napjaban alakulhat ki az 0jsziilott malacok coli-hasmenése, féleg
nagylizemekben el6hasi kocdk malacainal jelentkezik sargds hasmenés és kiszaradas
form4jaban. Ugyanakkor a valasztassal jaro stressz is kivalthatja, ilyenkor a valasztott malacok
coli-hasmenésérél beszéliink. A verotoxikus E.coli térzsek toxinja szintén a bélbél szivodik fel,
és sertésekben a vérerek karositasa révén testszerte 6démat okoz. Jellemzden a vélasztas utani

fejlettebb egyedeket érinti (Medveczky et al., 1998).
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A Salmonelldk legtobb alfaja szintén fakultativ patogén koérokozo. Lehet ez egy
tiinetekben nem megnyilvanuld fertézottség, vagyis az allat csak hordozo, viszont igy az
emberbe jutva bélgyulladast, esetleg szeptikémidt idéz eld. A klinikai tiinetekkel jaro fert6zés
allatokban a paratifusz, amely sertésekben harom korkép formajaban jelentkezhet. A novendék,
illetve felnétt egyedekben a Salmonella typhisuis okozza a bélnyalkahartya fekélyével és
elhalasaval jar6 sertéstifuszt. A par honapos malacok paratifuszanak kialakuldsadban tobb alfaj
is részt vehet, a Salmonella choleraesuis, a Salmonella typhimurium, a Salmonella enteritidis,
valamint a Salmonella derby. Ez a sertéstifuszhoz képest egy akutabban jelentkez6 gyomor- és
bélgyulladas, hasmenés és a bor cianozisa a jellemz6 tiinetek. A Salmonella typhimurium pedig
a hizok typhlocolitisét valtja ki, ami viszont egy zoonotikus koérokozo is. Nekrotikus
enterocolitist okoz, véres, nyalkas hasmenésként mutatkozik meg. Ez egy enyhébb, de
gyakoribb formaja a sertések salmonellosisdnak (Varga et al., 1999).

A Campylobacter nemzetség fajai k6zott vannak fakultativ patogének, illetve szaprofitak
is. A Campylobacter coli és a Campylobacter jejuni az allatok bélflorajanak természetes
alkotoja. Az allatok bélsaraval iiriilve, vagy élelmiszerek altal az emberbe jutva benniik
megbetegedést okoznak. Ugyanakkor egyes allatokban kivalthatnak kiilonbozd korképeket,
példaul szarvasmarhdkban vetélést, kutydkban, macskakban, juhokban pedig hasmenést. A
sertések vékonybelében megtalalhaté még a Campylobacter mucosalis, Campylobacter hyoilei
¢s a Campylobacter hyointestinalis, amelyek elszaporodva bélgyulladasokhoz tarsulhatnak
(Vargaet al., 1999).

5.1. Diverzitas

Az 5. tablazatban lathatjuk, hogy az életkor tekintetében is milyen jelentds valtozasok
vannak a bakteriom Osszetételében. Sokan foglalkoztak ennek feltérképezésével, azonban a
szakirodalomban tobb eltér6 eredmény is megtaldlhatd. Japanban embereken végzett
vizsgalatok is hasonlod eredményt mutattak, amelyben szintén a Shannon-indexet hasznaltak,
mint diverzitas-metrika. Ok is folyamatosan novekvé tendenciat kaptak, ez koriilbeliil 20 éves
korban allandésult, majd idésebb korban ujabb emelkedés volt megfigyelhetd (Perez-Mun et
al., 2017). Ugyanakkor egy masik kisérletben azt tapasztaltak, hogy az életkor novekedésével
a taxonok szdma is emelkedett (Xiao et al., 2016). A rendszertani csoportok szdma és a
diverzitas kozotti osszefliggés viszont eltérhet egymadstol, mivel a diverzitds nem csak a fajok

szamat, hanem azok relativ gyakorisagat is jellemzi (Kim et al., 2015).
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A sertések tanulmanyozasa kiilonésen szamottevlé irany, mindamellett, hogy az
allattenyésztésben igen nagy a jelentdsége, széles korben alkalmazzdk human vizsgalatok
orvosbiologiai modell allataként. Ilyen teriilet példaul az atherosclerosis, a szivinfarktus, az
elhizas, az asztma, a melanoma ¢és még szamos betegség vizsgalata. Ezért 1ényeges az
embereken és a sertéseken elvégzett elemzések Osszehasonlitisa (Lunney, 2007). Genom
szinten is nagymértéki az egyezés, mind a szekvencia, mind pedig a kromoszoma
felépitésében. Ezt egy humén tanulmannyal igazoltdk, amelyben 96%-0s hasonldsagot talaltak
a human, illetve a sertések bélmikrobiomjanak funkcionalis Gtvonalai k6zott (Wooley et al.,
2010).

A sertéseken végzett vizsgalatok egy nagy kiilonbsége az embereken végzettekhez
képest, hogy azok altalaban a bioloogiailag lehetségesnél rovidebb ideig élnek. A termelésben
részt vevo sertéseket 180 napos koruk koriil vagjak le, ugyanakkor akar tiz évig is képesek
¢letben maradni. Ezért nehezebb a diverzitas-valtozdsok adatait a human eredményekkel
Osszevetni. Ennek érdekében torpemalacok mikrobiomjat elemezték 0-10 éves korig. A
diverzitas mértékének emelkedését tapasztaltak 20 hetes korukig, majd enyhe ingadozéssal, de
stabilizalodott. A vizsgalatokhoz a Shannon-indexet és a Chaol-et hasznaltak (Liu H. et al.,
2019).

Az 1. tablazatban a csoportonkénti diverzitas mértékét lathatjuk, amelybdl kiolvashato,
hogy a kocaknal (vemhes allatok) a legalacsonyabb a Shannon-diverzitas-index, illetve a
taxonszam is alacsonyabb a felndtt sertésekhez képest.

Tobben is vizsgaltdk, hogy a vemhesség és a laktacido alatt hogyan valtozik a
bélmikrobiom Gsszetétele, mely soran kiilonféle eredmények sziilettek. Liu és munkatarsai két
fajtabol szarmazo kocakat vizsgalt, azt tapasztaltak, hogy a bélmikrobiom kozel stabil maradt
a vemhesség soran. Csupan a Coriobacteriaceae relativ gyakorisaga novekedett mindkét
fajtaban, illetve az Escherichia coli csak az egyik fajtaban (Liu et al., 2019). Viszont Ji és
Mmunkatarsai (2006) arra az eredményre jutottak, hogy a vemhesség eldrehaladtaval a
mikrobiom diverzitasa is fokozatosan emelkedik. Ebbdl kifolyolag fontos megemliteni, hogy a
mikroorganizmusok diverzitasat nagyon sok tényezd befolyasolhatja, példaul a takarméanyozas,
a kornyezet, a stressz, kiilonboz6 fertdzések, gydgyszerek. Ehhez kapcsolddodan vizsgalatokat
végeztek enterotoxikus Escherichia coli torzsekkel fertézott sertéken, ahol megallapitottak,
hogy azok bélmikrobiomjanak diverzitasa alacsonyabb volt, mint az egészséges malacoké. Bin
¢s munkatarsai (2018) is Shannon-indexet hasznaltak. Azért is fontos ezeknek a valtozasoknak

a vizsgalata, mert a sertéstenyésztésben a f6 halalozasi ok a hasmenés. Ez egy multifaktorialis
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betegség ugyan, tehat szamos korokozo és kornyezeti, takarmanyozasi tényezo vezethet hozza,
de az enterotoxikus Escherichia colit tekinthetjiik a legfontosabb okozdjanak.

Egy masik tanulmanyban antibiotikumok hatdsat vizsgaltdk a mikrobiom valtozasara.
Egereknek per os (szajon at) adtak vankomicint, majd azt az eredményt kaptak, hogy ez a
glitkopeptid antibiotikum csokkentette a Shannon-index altal kifejezett diverzitast (Tilman et
al., 1997).

Ezen tényezOk mellett az is befolyasolhatta a kocak diverzitasanak ilyen nagymértékii
eltérését a tobbi csoporttol, hogy az allatok életkora igen kiilonb6z6 volt (3,2 +- 1év), esetiikben
a pontos életkor hatasat nem ismertiik. Tehat a latott diverzitas-csokkenést szamos mas
koriilmény is eredményezhette, ami jelzi, hogy a bélmikrobiom Gsszetételére rengeteg tényezd
hatadssal van, ezért a csokkenés okdnak meghatarozasara tovabbi vizsgalatok lennének

szlikségesek.

5.2. Baktériumfajok valtozasai csoportonként

A fajszintli valtozasok tanulméanyozasa és megértése sokkal 1ényegesebb a diverzitasnal,
kiilondsen azoknak, amelyek az allat szervezetének és a bél mikrobiomjanak kapcsolatara
lehetnek hatassal. A diverzitds csak a mikroorganizmusok kozdsségének komplexitasarol ad
informaciot, viszont nem feltétleniil t4jékoztat az aprobb részletekrél. Az NMDS
dimenzidredukci6 (1. abra) eredménye is jol jol jelzi a fajszintli Osszetétel valtozasat. Lathatjuk,
hogy a Malac I. és Malac II. csoportok mind a vizszintes, mind pedig a fliggbleges tengelyen
kozel helyezkednek egymashoz, ami a két minta mikrobiomjanak faji Osszetételének
hasonldsagara utal. Tavolabb foglal helyet a Hiz6 1., és vizszintesen attdl sokkal messzebb a
Hizé 11. A kocékat jelolo lila pontot a Malac 1. és Malac IlI. csoportokkal a vizszintes tengelyt
nézve kozel azonos helyen taldljuk, viszont a fiiggdlegesen nagyon tavolra kertilt toliik, s6t az
Osszes tobbi ponttdl. Ez adodhat a kocak életkoraban torténd nagy ugras miatt is, ugyanis naluk
nem tudunk pontos értéket. A kikdtés a mintavétel soran csupan annyi volt, hogy a fialas 5
napon beliill torténjen meg. A fenti eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
vizsgalatunkban az életkor eldrehaladtaval folyamatosan valtozik a bakteriom 6sszetétele.

A Malac 1. csoport tagjai mar joval a vélasztds utan vannak, ugyanis ez az idészak
altalaban a sziiletést kovetd 28. napra esik. Sajnos elemzésiinkben nem tértiink ki a szopos és
valasztas koriili malacok vizsgalatara, ugyanakkor nagyon fontosnak tartom, hogy err6l a
kritikus pontrol is emlitést tegyiink. Mar fentebb targyaltuk, hogy a valasztas tobb szempontbol
is stresszt jelent a malac szdmara. El6szor is at kell térnilik az anyatejrél a szildrd és 6nallo

taplalkozasra, megszakad az anya ¢és a malac kozti fizikai kontaktus, 0j kdrnyezet és uj tarsak
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jelennek meg. Ez a stressz hatassal van az éallat szervezetére is, példaul a bélbolyhok
megrovidiilnek, az emésztdenzimek aktivitasa csokken, a gyomor-és béltartalom pH novekszik.
Ezaltal romlik a taplalék emésztése €s felszivodasa, majd ezek a hatasok vezetnek a bélflora
Osszetételének megvaltozasdhoz, karos baktériumok elszaporodasahoz (Andrasofszky et al.,
2009). Mindezek miatt, ha a valasztasi folyamatok a sertés életében nem megfeleléen mennek
végbe, az novelheti a hasmenéses malacok szamat, a korai elhalalozast, csokkentheti a
testtomeg-gyarapodast, ami a sertéstenyésztés szamara komoly veszteségeket jelent.

Tobbek kozott Wang és munkatarsai (2020) is vizsgaltak a valasztas koriili id6szakot. Azt
tapasztaltak, hogy a Lactobacillusok jelentés novekedése a 27. nap koriil kdvetkezett, majd
ezutan indult csokkenésnek. Ez feltehetéen a tejrol a szilard takarményra valo atallas
kovetkeztében alakult igy. Ezzel parhuzamosan az Escherichia coli is emelkedhet, ugyanis a
Lactobacillusok  szerepet  jatszanak a  patogén  korokozok  elszaporodasanak
megakadalyozasaban.

Summers és munkatarsai (2019) is a valasztas és az az el6tti id6szakot tanulmanyoztak.
Az élet elsé napjatdl kezdve folyamatos €s viszonylag egyenletes novekedést tapasztaltak a
malacok bélsaraban taldlhatdé mikrobiom diverzitasdban ¢és gazdagsagdban. Wang és
munkatarsai (2020) példaul az Escherichia coli jelenlétét és nagy gyakorisagat mar napos kortol
megfigyelték, de vizsgalatukban 11 hetes korra majdnem teljes mértékben eltiintek. irnak még
a Streptococcus luteciae 6 hetes kor koriili felbukkanasarol, amely az egyes altaluk vizsgalt
csoportokban végig hasonld gyakorisaggal mutatkozott. A mi eredményeinkben ehhez képest
a Streptococcus genus enyhe emelkedését lathatjuk egészen a Hizd II. csoportig, utdna a
kocédkban visszaesett a relativ mennyiségiik.

A 3. dbra Malac 1. csoportja tehat joval a valasztas utani 8 hetes sertések adatait mutatja.
A skalan lathatjuk, hogy a legnagyobb részt a Lactobacillusok képviselik. S6t egy masik
tanulmanyban leirtdk, hogy ennek a nemzetségnek a jelentds novekedése 27 napos kor koriil
kovetkezett be, majd innentdl indult csokkenésnek, amit a Malac I. és a Malac II. csoportok
kozott mar lathatunk is (3. abra) (Wang et al., 2020). Ezek az eredmények azt is sugallhatjak,
hogy a Lactobacillusok szamanak csokkenése a tejrdl a szilard takarmanyra valo atallashoz,
tehat akar a valasztashoz kotheté. (A 7-8 hetes malacok 13-15 kg koriili testtomeggel
rendelkeznek idedlisan, ebben a korban térnek at a starter taprol a neveldtap etetésére. Ez a tap
buzat, arpat, kukoricat és szgjat tartalmaz legnagyobb részt, és mar nagyobb nyersfehérje-,
lizin- és metionin-tartalommal rendelkezik.)

A Malac II. csoport oszlopat vizsgalva azt tapasztaljuk, hogy a Megasphera nemzetség

emelkedett a 3 héttel fiatalabb sertésekhez képest, viszont a Hizo 1. csoportban mar lecsokkent.
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Egy masik tanulmany is hasonloképp tapasztalta, Wang és munkatarsai (2014) 5 és fél honapos
kor koriil lattdk ezt a visszaesést. Tehat ez alapjan azt gondolhatjuk, hogy ennek az oka a
malactaprol a hizotapra vald attérés lehet. Ennek a nemzetségnek a jelenléte mindenképpen
kedvez0, hiszen a rovid szénlanct zsirsavak eldallitdsa révén energiat biztosit a bélhamsejtek
¢€s a szervezet szamara.

A Prevotelldk esetében szintén egy 4 honapos korig tartdé emelkedést latunk, ezutdn
csOkkent a mennyiségiik, majd a kocdkban megint visszatért. A mi adatainkkal szemben mas
vizsgalatokban sokkal nagyobb aranyban mutattdk ki ezt a nemzetséget, amelynek cstcsa
koriilbeliil 2 honapos korban volt (Wang et al., 2014). Nalunk ez a tet6zés a Hizo 1. és a Kocak
csoportjaban lathato.

4 honapos korban jelentds aranyban megfigyelt nemzetségek voltak még a Fibrobacter,
a Faecalibacterium, a Coprococcus és a Lactobacillus. Valamint még észreveheté egy
folyamatos novekedés egészen 8 hetes kortdl kezdve a Ruminococcus és a Streptococcus
genusokban, amely parhuzamba hozhat6 a hizoétappal valo etetéssel. Wang és munkatarsai
(2014) vizsgalataiban a Faecalibacterium és a Ruminococcus nemzetségek 12 hetes korban
viszont nem annyira voltak jellemzéek, hanem ebben az iddszakban a Clostridiaceae csalad
nagymértékli emelkedését észlelték.

Torzsszinten elmondhatjuk, hogy az els6 4 csoportban a Firmicutes torzs hatalmas
dominanciat mutatott. Ennek a helyét a Kocak mintaiban a Proteobacteria phylum vette at.
Valészinlileg a vemhesség és a laktacid hatasa érvényesiilhet ebben a jelentds kiillonbségben.

A masok és sajat vizsgalati eredményeink ko6zott néha kisebb nagyobb eltéréseket
figyelhetiink meg, példaul Li és munkatarsai (2020), vagy Ke és munkatarsai (2019) leirasait
olvasva. Utobbi kisérlet eredményeivel a térzsek dominanciaja szempontjabdl is kiilonbségbe
iitkoztiink. Ok az egész folyamat sordn, 240 napos korig vizsgalva a Firmicutes és a
Bacteroidetes phylumot jelolte a f6 alkotoknak, mig mi szintén a Firmicutes, viszont mellette
a Fibrobacteres torzset lattuk a legnagyobb bakteriom-0sszetevonek. S6t a Kocak csoportjaban
a Proteobacteria valtotta fel mindkettét. Ezek okai gyakran természetes bioldgiai valtozasok,
folyamatok lehetnek. Human vizsgalatokkal is bemutattak, hogy milyen sok tényez6 hathat a
bélmikrobiom Gsszetételére. Malawiban (Délkelet-Afrikaban talalhaté 4llam), Venezueldban és
az Egyesiilt Allamokban ¢16 emberektd] vett székletminak segitségével szemléltették példaul a
foldrajzi elhelyezkedés, ezaltal a kiilonb6zd kulturdlis, és ebbdl kifolydlag a kiilonbozd
taplalkozasi szokasok adta szamottevd mikrobiom-eltéréseket (Yatsunenko et al., 2012).

Sertésekben is sok kutatds tortént ennek irdnyaba. Példdul a takarmanyok hatasaval is

kisérleteztek, kiilonvalasztottak a buzaval és az arpaval taplalt sertéseket, természetesen szamos
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kiilonbséget fedeztek fel a két csoport mikrobiomjaban, ugyanis az arpaval takarmanyozottak
mintaiban a Lactobacillus nemzetség és az Enterobacteriaceae csalad nagyobb aranyban volt
jelen (Weiss et al., 2016).

Ugyanakkor az is el6fordulhat, hogy a modszer technikai korlataibol adéddéan nem
kapunk egyforma eredményeket. El0szor is fontos, hogy a mintavétel megfeleld6 modon
torténjen. Munk és munkatarsai (2017) vizsgaltak, hogy a rektumbol vett, vagy a padozatrol
gyljtott minta alkalmasabb-e metagenomikai vizsgalatokhoz. Azt tapasztaltak, hogy a
padozatrél gylijtott tragya ekvivalensnek mondhato a sertések végbelébdl vett mintaval, teljesen
jol reprezentdlja a bélrendszerben uralkodo koriilményeket. Mi is ezt az eldbbi, egyszeriibb és
kevésbé iddigényes modszert valasztottuk a mintagytjtésiink sordn.

Az egyik f6 nehézség az, hogy viszonylag kis mennyiségii DNS vonhato ki bizonyos
fajoktol, valamint ezeknek az eldkészitése, vagy akar a moddszertanban helyet foglalo PCR
amplifikacio (sokszorositas) soran is szamos hibalehet6ség adodhat. Tovabba a read-ek
hossztisaga is befolydsolhatja a kapott eredményt, régebben példaul a 16S rRNS-gén
szekvenalas soran rovidebb géneket kaptak, mint a shotgun-szekvenalassal, azonban ez ma mar

Fentebb mar roviden Osszefoglaltam a kapott nemzetségek fontosabb ismertetdit, de a
harom leglényegesebb genus szervezetre gyakorolt pozitiv hatdsait még itt is érdemes
kifejtenem, hiszen ezek szdmos tanulmanyban hasonl6an nagymértékben voltak jelen a sertések
bélrendszerében.

A Lactobacillusok a bél egyenstilyanak megtartasaban jatszanak nagyon fontos szerepet,
ugyanis rovid szénlancu zsirsavakat allitanak eld, acetatot, propionatot, €s fleg butiratot.
P¢ldaul, ha kevés butirdt termelddik a bélben, akkor konnyebben alakul ki fekélyes
vastagbélgyulladas. Ezek a zsirsavak a vastagbél hamsejtjeinek energiat szolgaltatnak, segitik
okozta karos hatasokat is mérsékli, valamint ndveli az epidermalis novekedési faktor
(EGF=Epidermal Growth Factor) szignalizaciojat is. A bélben gyulladasgatlo hatassal birnak,
azaltal, hogy megakadalyozzak a citokinek (gyulladdsos mediatorok) tulzott felszabadulasat
(Liu et al., 2015).

A Megasphera nemzetség szintén rovid szénlancu zsirsavakat, valamint vitaminokat és
esszencialis aminosavakat allit el§. Erdekes, hogy 6k is képesek a laktat lebontasara, acetatot
¢s propionatot képeznek beldle (Shetty et al., 2013). Azt tapasztaltak, hogy a Megaspherdk
egyes torzsei kiilonboznek zsirsavtermelésiikben, a J1-es és az L8-as torzsek mindegyike allit

elo acetatot, propionatot és butiratot, viszont az L8-as torzs ezeken kivill valeratot is.
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Kimutattak, hogy a Megasphera elsdenii kedvez6 hatassal bir benddacidézis esetében, annak
megeldzésében, mert a tejsav mennyis€égét csokkenti a bendében (Marounek et al., 1989). A
Lactobacillusokhoz hasonl6 tulajdonsaga miatt mar kezdik bevonni a Megaspherakat is a
probiotikumok gyartdsaba, amelyben az a szerepiik, hogy a Lactobacillusok altal kialakitott
koztes terméket bontjak tovabb rovid szénlanct zsirsavakka. Talan ez a folyamat magyarazhatja
azt is, hogy a Lactobacillusok mennyiségének emelkedését a Megaspherak is kovetik
(Tsukahara et al., 2017).

A Prevotella nemzetség is jelentOs aranyban volt jelen, féleg a valasztas utan kezdett el
novekedést mutatni. A genus nagyobb mennyisége Osszefliggésbe hozhaté a tobb rostot
fogyasztd taplalkozassal, ami a rostbont6 tulajdonsagaval magyarazhato. Ez is arra utal, hogy
a taplalkozas, takarmanyozas milyen szint{i hatassal bir a bélmikrobiom Osszetételére. Filippo
¢s munkatarsai (2019) tanulmanyaban olvashato, hogy a Bacteroides nemzetség dominanciaja
pedig a zsirosabb ételeket fogyasztok korében figyelhetd meg. Az még nem tisztazott, hogy a

szénhidratbontas adta pozitiv hatason kiviil rendelkezik-e negativ hatasokkal is.

5.3. Takarmany-osszetevok hatasa a sertések bakteriomjara

A magbakteriom részaranyokat a takarmanyalkotokkal, valamint a csoportokat alkoto
egyedek életkoraval vetettiik Ossze. A kapcsolat elemzése céljabol sziikség van ennek
szamszer(isitésére, amire a linedris regresszios egyiitthatot hasznaltuk. Ezt a tovabbiakban  —
val jel6lom, annak standard hibajat pedig SE-vel. Az 5. tablazatban talalhatoak a linearis
regresszio eredményei, az itt kapott értékek szazalékpontban értenddk. Ha egy értékre negativ
elgjelet kaptunk, az azt jelenti, hogy az adott takarméanyalkoto részaranyanak novekedésével az
adott nemzetség részaranyanak csokkenését tapasztaltuk. Ha pozitiv értéket kapunk, akkor
pedig a takarméanydsszetevo részaranyanak novekedése egyilitt jar a nemzetség abundanciajanak
novekedésével, tehat egy pozitiv kapcsolatot feltételez. Ugyanigy értelmezendd az életkorok
értékei is, itt az egy héttel vald novekedés hatasat jeloli a linedris regresszios egyiitthato (B).

Egy tanulmanyban Niu és munkatarsai (2016) is a miénkhez hasonlé megfigyelést kaptak,
itt is a sertéseket valasztaskor, 60, 90, és 150 napos korban vizsgaltak. Ok a 16S rRNS-t kodolo
gén szekvencia-analizisét végezték, szintén a taxonszam ¢€s diverzitds index folyamatos
emelkedését tapasztaltak a kiilonbozo életkorti csoportokban. Viszont 6k a Chaol-indexet
hasznaltak a Shannon-index helyett. A Chaol-index a valodi fajgazdagsagot adja meg, ugy,

hogy a kisebb részaranyu taxonokat nagyobb mértékben szamitja be, mig a Sannon-index a
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diverzitas mértékét mutatja be. Ez a két mérészam a populacié eltéré tulajdonsagairdl ad
informéaciot (Niu et al., 2016).

Mivel a takarmany ilyen szdmottevOen befolyasolja a mikrobiom alakuldsat, ezért
megprobaltuk az egyes takarmanyalkotok lehetséges hatdsait vizsgalni, hiszen igy az allatok
megfelel taplalasaval viszonylag konnyen hozzajarulhatunk az egészségiikhoz. Ezek az
alkotok, amelyeket vizsgalunk az arpa, a tritikale, a kukorica és a sz6ja. Szdmos tanulmany
szliletett ezek hatdsanak elemzésére is. Példaul az arpa hatésat vizsgaltak a sertés bélcsatornara
nézve Weiss és munkatarsai (2016), 6k valds idejii PCR segitségével térképezték fel a bélsar és
az ileum mikrobiomjat. Eredményeik nagyrészt megegyeznek az altalunk tapasztaltakkal, ami
az 5. tablazatbol olvashaté le. A Lactobacillusok részaranyanak novekedését irtak le az
ileumban, viszont ezt a valtozast a bélsarban nem figyelték meg. Ezzel ellentétben a Roseburia
¢s a Bacteroides nemzetségek, illetve a Clostridium klaszter IV-be tartozo Ruminococcus csalad
abundancidja csokkent. Ezek a valtozasok viszont a mi vizsgdlatunkban a linedris regreszios
egylitthato (B érték) és a standard hiba (SE) alapjan nem volt eldonthetd (2. tablazat). Szintén a
sertések bélmikrobiomjat vizsgaltdk az arpa és a buza etetésének tekintetében egy masik
kisérletben, sot itt kitértek az extrudalt és a sima szemes takarméanyok hatdsira is. Az
eredményeket 16S rRNS gén szekvenalasaval kaptak. A zabbal taplalt sertések mikrobiomjaban
a Streptococcus és az Oscillobacter genusok relativ gyakorisaga novekedett, viszont az arpaval
takarmanyozottaknal a Blautia, a Clostridium és a Coprococcus nemzetségek abundanciajanak
emelkedését tapasztaltdk, ezek mindenképpen pozitiv hatdstiak, hiszen szerepet jatszanak a
rovid szénlancu zsirsavak elddllitdsdban. Azt is megallapitottdk, hogy a gabonafélék
extrudalasa kedvezd hatassal van a bélmikrobiom Osszetételére €s sokféleségére (Moen et al.,
2016).

Human teriileten is foglalkoztak ilyen irdnyt vizsgélatokkal, teljes kidrlésti arpabol és
durumbuzabol késziilt tésztat két honapon keresztiil fogyasztott emberek székletét elemezték.
Pozitiv Osszefliiggést talaltak a Ruminococcus, a Clostridium genusokkal és a Roseburia
hominis fajjal, viszont Fusobacterium és a Faecalibacterium nemzetségek visszaszorultak.
Emellett megfigyelték az arpaban 1évé B-gliikanok hipokoleszterinémias hatasat is. Ezeket a
véltozasokat nem tekinthetjiik egyértelmiien az arpa befolyasanak, hiszen a durumbuiza volt a
masik alkotdja a tésztanak, amit a jelentkezok fogyasztottak (De Angelis et al., 2015). A
Fusobacteriumok sokkal kisebb mértékben képesek elbontani a szénhidratokat. A kiillonb6z6
nyalkahartyak lakoi, de fakultativ patogén bakériumok révén elhalasokat idézhetnek eld,
sebekbdl, talyogokbdl, szajiiregi elvaltozasokbdl gyakran kimutatjdk. S6t allatokban, igy

sertésekben is necrobacillosist okozhat, ami a bdr, a nyalkahartya és a m4j elhalasaval jaro
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megbetegedés (Medveczky et al., 1998). Talan ez is a teljeskiorlésii arpa fogyasztasa mellett
sz6lhat.

Egereken végzett vizsgalatokban pedig a Prevotella, a Lactobacillus, valamint a
Baceroides nemzetségek abundancidjanak novekedését lattak az arpa etetésének hatasara
(Garcia-Mazcorro et al., 2018).

A tritikdle a mi tanulmanyunkban a Bacteroides, Clsotridum, Lachnoclostridium,
Fibrobacter, Megasphera, Oscillobacter, Prevotella, Roseburia, Ruminococcus
nemzetségekkel hozhatd pozitiv Gsszefliggésbe (5. tdbazat). Masok is hasonlé eredményeket
kaptak, példaul Burbach és munkatarsai (2017) nagyrészt tritikaleval takarmanyozott sertések
bélmikrobiomjaban a Clsotridiumok dominanciajat tapasztalta. A bélsar elemzését 16S rRNS
gén szekvenaldssal végezték.

A kukorica hatidsara a Blautia, Coprococcus, Faecalibacterium, Fibrobacter,
Sterptococcus genusok, szoja hatasara pedig szintén a Faecalibacterium, Fibrobacter, és még
a Lachnoclostridium, Megasphera, Prevotella, Roseburia nemzetségek emelkedése varhatd
vizsgalataink szerint (5. tablazat). Verschuren és munkatarsai (2018) a kukorica és szoja alapu
takarmdyozast hasonlitottdk Ossze az arpa és buza alaptuval. Ok azt tapasztaltik, hogy a
kukorica és szdja hatasara a bélmikrobiomban a Clostridium, Lactobacillus és Streptococcus
nemzetségek relativ gyakorisdga novekedett, a Prevotellaké viszont csokkent.

Emberekben is kimutattak, hogy a szdjaételek fogyasztasa a Bifidobacterium és
Lactobacillus nemzetségek aranyanak fokozodasahoz vezet, viszont ezzel ellentétesen hat a
Bacteroidetes torzsre (Huang et al., 2016).

Mint lathatjuk, az egyes tanulményok nem mindig adnak egyforma eredményeket és nem
feltétleniil egyeznek meg az altalunk tapasztaltakkal. Ahhoz, hogy alaposabban megértsiik,
hogy az egyes takarmanyalkotok hogyan hatnak a bélmikrobiom alakuldsara, tovabbi nagyobb
mintaelemszamu kisérletekre lenne sziikség. A pontosabb Osszefliggések megismerése nagyban
elOsegitené az allategészségligyet ¢€s az allatjolétet, rdadasul ndvelné a sertéstenyésztés
gazdasagossagat, mivel a takarmanyok Osszetételét, az egyes takarmanyozasi protokollokat
ennek segitségével kedvezobben lehetne kialakitani. Igy 1étrehozhato és megtarthato az allat
egészsége szempontjabol idedlis mikrobiom.

Ezen adatokat szamitogépes szoftverek segitségével mar fel is tudjak hasznalni bizonyos
elemzésekhez, példaul az egyik tanulményban sertések termelési eredményeit probaltak
elorejelezni (McMurdie et al., 2013). Lathatjuk, hogy nagy iitemben fejlodd, igen fontos
szerepet tolt be az tujgenerdcios szekvendlds altal kapott mikrobiom a kutatisokban, a

tudomanyban, s6t mar a gyakorlatban is, ugyanis a kornyezet, a gazdaszervezet és a mikrobiom
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kozotti kapscolat ramutathat az egyes betegségek hatékonyabb megeldzési és kezelési
modszereire (Kim et al., 2015).

A hazai szakirodalomban kevés informéciot taldltam a szakdolgozatomhoz hasznalt
ujgeneracios szekvenalasi modszerekrol, ezért foleg kiilfoldi tanulmanyokbol és cikkekbdl
probaltam koriiljarni a témat. Ennek oka, hogy ez egy 0j és nagyon gyorsan fejlodo tertilet.

Tanulmanyunkban egy hazai sertésallomany bélsardnak bakteriom Osszetételét
térképeztiik fel, amit Ossze tudtunk hasonlitani mas orszdgokban kapott elemzésekkel.
Eredményeink hasonléak voltak a mikrobiom diverzitdsaban, és annak Osszetételének
dinamikajaban, valamint a Megasphera, Lactobacillus és Prevotella genusok csoportonkénti
részaranyaban. Azonban szamos eltérést is tapasztaltunk, amely adodhat a takarmanyozasi,
genetikai és foldrajzi kiilonbségekbdl, ugyanakkor mddszertani szempontbol sem mindig
egyeznek meg az egyes kisérletek. Mint mar emlitettiik a kis mintaeclemszambol is adodhatnak
ezek a korlatok. A késObbiekben érdemes lenne a csoportonként vett sertések szamanak
novelése, amely egyre inkabb elérhetonek tinik, hiszen az ujgeneracids szekvenalasi
modszerek hatalmas mértékben fejlédnek, és ezzel egyidejiileg a koltségek is kedvezobbé
valnak. Ezaltal sokkal részletesebb képet kapnank az allati szervezet és benniik ¢lo
mikroorganizmusok viszonyardl, kisérletiink tovabbvitelével pedig kiillondsen a takarmanyozas
és a bakteriom kozotti kapcsolat konkrétabb megértését érhetnénk el. Lényegében valaszt
kaphatnénk arra, hogy hogyan tudunk kialakitani a sertés bélcsatornajaban egy olyan baktérium
kozosséget, amellyel a termelését optimalizalhatnank, novelhetnénk annak hatékonysagat. Meg
kell emliteni, hogy a takarmany ugyan nagy részben hat a bakteriomra, de mellette érdemes
gondolnunk szamos mas tényezore is, példaul a kornyezeti hatdsok és az immunrendszer

szerepeére.
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6. Osszefoglalas

Az emberek és az allatok szervezetiiket mikroorganizmusok kozdsségével osztjak meg,
amivel szoros kapcsolatban allnak. Ezek az ¢él6lények a gazda szamos ¢letmikodését, példaul
az immunrendszerét befolyasoljak. Ez az erés kapcsolat jelentés hatassal bir az allatok
egészségére €s jolétére, ami igy a mikrobidtat a haszondllattartas egyik jelentds tényezdjéve
teszi. Az Ujgeneracios szekvenalasi modszerek és a bioinformatika teriiletén elért fejlédésnek
koszonhetden a mikrobiom soha nem latott részletességgel vizsgdlhatdo. Az Osszetételét
befolyasold kulcsfontossagi tényezOk megértése nagy elonyt jelenthet a takarmanyozasi
protokollok kidolgozasaban és az allatok termelésének optimalizalasaban.

Tanulmanyunk célja az volt, hogy betekintést nyerjiink a kiilonb6z6 takarmanyozasi
csoportbeli sertések bélbakteriomjanak valtozatossagaba.

Egy nagy létszamu sertéstelep 6t takarmanyozasi csoportjabdl gylijtottiik a mintdkat
(Malac 1., Malac 1I1., Hizo6 1., Hiz6 II., Kocék). Csoportonként elegyitettiik a padozatrol szedett,
frissen tritett bélsarat, majd elemeztilkk azok DNS-tartalmét ujgeneracids szekvenaldsra
alapozott modszerekkel. A bioinformatikai elemzés sordn csak azokat a leolvasasi
szekvencidkat hagytuk meg, amelyek nem illeszkedtek a sertés referencia genomjidhoz. A
taxonklasszifikaciot az NCBI nt adatbdzis felhasznalasadval a Kraken2 szoftver segitségével
végeztilk. A tovabbi elemzés soran csak a bakterialis taxonokat hasznaltuk. A populacids
jellemzoket vizsgalva az a-diverzitast az egyes csoportok 0sszes taxonszaméval €s a Shannon-
indexszel szamszerUsitettiik. A mintak baktériumfaj-osszetételbeli hasonlosagat Bay-Curtis
tavolsdg metrikat hasznalva, NMDS dimenzioredukcio segitségével vizualizaltuk. A
magbakteriom nemzetségeinek takarmanydsszetételtél vald filiggését regresszios modellel
vizsgaltuk.

Azt talaltuk, hogy az a-diverzitas értéke az allatok életkoraval parhuzamosan nétt. Ez
egyezett a korabbi ember, illetve sertés bélmikrobiomjan végzett vizsgalatok eredményeivel,
bar szamos tanulmany ir a diverzitds allandosulasarol is. A mintdk a bakterialis 0sszetétel
tekintetében a vemhes kocak teljes elhatarolodast mutatnak a tobbi takarmanyozasi csoporttol.
A takarmanyalkotok magbakteriomra gyakorolt hatasat vizsgalva nem tudtunk statisztikailag
szignifikans Osszefiiggéseket feltarni.

A kornyezet és a bélben €16 mikroorganizmusok kozotti sokoldalu kapcsolat megismerése
elOsegitheti a tartasi feltételek és a takarméanyozasi protokollok megfeleld kialakitasat az allatok

optimalis termelése és joléte érdekében.
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/. Summary

Humans and animals share their bodies with a community of microorganisms with
which they are closely associated. A lot of life functions are affected by these organinsm, such
as the immune system. This strong relationship brings a significant impact on animal health and
welfare, which makes the microbiota an important factor in livestock farming. The microbiome
can be examined in unprecedented detail thanks to the advances in next-generation sequencing
methods and bioinformatics. Understanding the key factors that influence its composition can
lead to develop feeding protocols and better optimazation of animal production. This study of
ours aims to gain insight into variability of intestinal bacteria in pigs of different feeding groups.

Samples were collected from five feeding groups of a large producing pig farm (Pig I,
Pig Il, Fat I, Fat I, Sows). In each group, freshly excreted faeces collected from the floor were
mixed and then analyzed for DNA content using methods based on next-generation sequencing.
Only those sequences were kept that did not match the porcine reference genome during the
bioinformatics analysis. Taxonclassification was done using the NCBI nt database with the help
of Kraken2 software. Only bacterial taxa were used for further analysis. a-diversity was
quantified by the total number of taxa in each group and the Shannon-index while examining
population characteristics. The similarity of the samples in bacterial species composition was
visualized using NMDS dimension reduction based on Bay-Curtis distance metrics.

We found that the value of a-diversity increased with age of the animals. This was
consistent with previous studies in human and porcine intestinal microbiomes, although several
studies also write on the persistence of diversity. The samples show complete separation of the
pregnant sows from the other feeding groups in terms of bacterial composition. We were unable
to reveal statistically significant correlations during the effect examination of feed ingredients
on core bacteria.

Understanding the multifaceted relationship between the environment and intestinal
microorganisms can help to design housing conditions and feeding protocols appropriately for

optimal animal production and welfare.
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