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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Mikrobiom cztowieka pod wzgledem liczebnosci bakterii przewyzsza liczbe komérek ludzkiego
organizmu. Okre§lany jest jako dodatkowy, ,,zapomniany narzad” i odgrywa podstawowa role
w utrzymaniu wysokiego statusu zdrowotnego, co jest uwarunkowane zachowaniem pozada-
nych proporgji i naturalnych relacji miedzy bakteriami a komérkami organizmu gospodarza.
Nowe metody diagnostyczne umozliwiaja profilowanie nie tylko mikrobiomu czlowieka, ale
i zwierzat gospodarskich. Coraz szersze zastosowanie w badaniach mikrobiomu ma innowa-
cyjna metoda analityczna, jakg jest sekwencjonowanie nowej generacji NGS (next generation
sequencig). Wiele bakterii okresla sie jako ,,niehodowalne” lub ,,niemozliwe do wyhodowa-
nia”, metagenomika odegrata istotng role w poznaniu tych bakterii, a takze przyczynita sie do
opracowania nowych pozywek, umozliwiajacych ich hodowle. Gléwnym zastosowaniem NGS
w mikrobiologii jest zastapienie konwencjonalnej charakterystyki patogenéw, opartej o ocene
morfologii, wlasciwosci barwienia i cech metabolicznych, ich opisem zwiazanym z genomem.
Istnieje kilka platform, tj. ,,narzedzi diagnostycznych” wykorzystujacych zréznicowane tech-
nologie sekwencjonowania DNA m.in. Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM), Pacific
Biosciences (PacBio) oraz Illumina MiSeq. Badania mikrobiomu trzody chlewnej z wykorzy-
staniem nowoczesnych technologii sekwencjonowania wydaja sie wiec szczegdlnie istotne w
zwigzku ze zblizajgcymi sie nieuchronnie zmianami w postepowaniu profilaktycznym i tera-
peutycznym u zwierzat. Analizy tego typu umozliwiajg wnikliwg ocene wptywu okreslonych
czynnikéw na populacje drobnoustrojéw jelitowych oraz poznanie, jak ,ksztattowaé” sktad
mikrobiomu w celu poprawy jako$ci chowu i utrzymania prawidtowego statusu zdrowotnego
$wini, wpisujac sie w koncepcje wspdlnego zdrowia ludzi i zwierzat.

bakterie, genom, mikrobiota, sekwencjonowanie, trzoda chlewna

Summary:

The human microbiome in terms of the number of bacteria exceeds the number of cells in the
human body. It is defined as an additional “forgotten organ” and plays a key role in maintain-
ing a high health status, which is conditioned by the maintenance of certain proportions and
natural relations between bacteria and cells of the host organism. New diagnostic methods
can enable profiling not only the human microbiome, but also livestock. An innovative ana-
lytical method, which is next generation sequencing (NGS), is increasingly used in the study
of the microbiome. Many bacteria are referred to as “uncultivated” or “non-culturable” and
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metagenomics has played an important role in detecting these bacteria and has contributed
to the development of new media for their cultivation. The main application of NGS in micro-
biology is to replace the conventional characterization of pathogens based on the assessment
of morphology, staining properties and metabolic traits with their genome related charac-
teristics. There are several platforms, i.e. “diagnostic tools”, that use a variety of DNA se-
quencing technologies, among others Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM), Pacific
Biosciences (PacBio) and Illumina MiSeq. In the case of swine microbiome, studies of the mi-
crobiome with the use of modern sequencing technologies seem to be particularly interesting
in the aspect of the upcoming, inevitable changes in preventive and therapeutic procedures
in animals. Analyses of this type integrate with the concept of the shared human and animal
health and enable an in-depth assessment of the impact of specific factors on the popula-
tion of intestinal microbes and learning how to “form” the composition of the microbiome
in order to improve the quality of husbandry and to maintain the pig’s proper health status.
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Mikrobiomem okre$la sie materiat genetyczny ogétu drob-
noustrojéw, w tym bakterii (mikrobiota), ktére tworzg zréz-
nicowang spoteczno$¢ mikroorganizméw komensalnych,
symbiotycznych i patogennych, bytujacych w danej niszy
[18, 20]. Kolonizujg organizm cztowieka i zwierzat, a ich
unikalna kompozycja warunkuje wiele aktywnosci biolo-
gicznych danego osobnika [16]. Mikrobiom cztowieka pod
wzgledem liczebnos$ci bakterii przewyzsza liczbe komé-
rek ludzkiego organizmu, a dzieki pelnionej funkgji, okre-
$lany jest czesto jako dodatkowy, ,,zapomniany narzad”
[1, 33]. Bierze udzial w procesach obronnych, metabolicz-
nych, fizjologicznych i troficznych [18, 36]. Uwaza sie, iz
odgrywa takze gtéwna role w utrzymaniu wysokiego sta-
tusu zdrowotnego, co jest uwarunkowane zachowaniem
pozadanych proporgji i naturalnych relacji miedzy bak-
teriami a komérkami organizmu gospodarza. Sktad flory
bakteryjnej zasiedlajacej przewdd pokarmowy zalezy od
spozywanego pokarmu i zawartego w nim blonnika, ale
pozostaje tez w zwigzku z szeroko pojetymi warunkami
srodowiskowymi, w tym wszechobecnymi czynnikami stre-
sogennymi. Mikrobiom wydaja sie ksztattowa¢ takze predys-
pozycje osobnicze, jak réwniez wiek czy gatunek zwierzat.

Wszystkie te czynniki w réznym stopniu stwarzaja opty-
malne warunki do rozwoju lub redukdji liczebnosci okrelo-
nych bakterii; pojawiania si¢ jednych populacji i zanikania
innych. Wspétzawodniczg ze soba, kolonizujac organizm
gospodarza i modulujgc w ten sposéb m.in. jego uktad
odpornos$ciowy. Drobnoustroje korzystaja z substancji
odzywczych dostarczanych z pokarmem. Przy ich deficy-
cie ,.konkurujg” wrecz w pewien sposéb z gospodarzem.
Rozktadajg niektdre zwiazki, konwertujac te nieprzyswa-
jalne w absorbowalne sktadniki odzywcze (np. krétkotari-
cuchowe kwasy ttuszczowe SCFA), wplywajac przez to na
metabolizm gospodarza [6, 11, 29, 35]. W celu ustalenia
innych, niezbadanych dotad zalezno$ci i powiazah miedzy
mikrobiomem a gospodarzem, wykorzystuje sie najnowsze
zdobycze metagenomiki (genomika populacyjna drobno-
ustrojéw srodowiskowych, ktéra bada caly zbiorczy genom
mikrobiota na podstawie DNA pozyskanego bezpo$rednio
z danego $rodowiska) [5].

Dostep do nowych metod diagnostycznych, pozwalaja-
cych wspélczesnie profilowaé nie tylko mikrobiom czto-
wieka, ale i zwierzat gospodarskich, umozliwia ustalenie
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zaleznosci, miedzy wplywem czynnikéw zewnetrznych,
takich jak pasza, $rodowisko czy podjete dzialania tera-
peutyczne, a uzyskiwanymi parametrami produkcyjnymi.
Ocena mikrobiomu jelitowego $§wiri zyskata w ostatnich
latach na znaczeniu, uwzgledniajgc to, ze $winie stuza nie
tylko jako wazne Zrédlo zywnoéci pochodzenia zwierze-
cego, ale takze jako doskonate modele biomedyczne dla
zdrowia ludzi [24, 34].

Badania te wpisuja sie réwniez w koncepcje ,,jedno zdro-
wie” (One Health), ktéra odnosi sie do ochrony zdrowia
cztowieka, przy wspétdziataniu ochrony zdrowia zwierzat
[44]. W ujeciu ,,One Health” zwraca sie uwage m.in. na moz-
liwo$¢ transferu zaréwno patogennych, jak i niepatogen-
nych sktadowych mikrobiomu miedzy ludzmi, zwierzetami
a $rodowiskiem. Ograniczenie stosowania antybiotykéw
u zwierzat stuzacych do produkgji zywno$ci, ma na celu
zminimalizowanie wystepowania bakterii opornych na
antybiotyki. Podobnych zaleznosci poszukuje sie w popu-
lacji ludzi, jednak biorac pod uwage niewielka liczbe badan,
trudno oceni¢ implikacje dla zdrowia publicznego. Tym
niemniej, dostepne dane wptynely na opracowanie przez
WHO (World Health Organisation) wytycznych, dotycza-
cych stosowania antybiotykéw u zwierzat przeznaczonych
do konsumpcji [42]. Wydaje sie, ze takich wytycznych moze
by¢ coraz wiecej, bo juz dawno zauwazono zalezno$¢ mie-
dzy zywieniem i leczeniem zwierzat, a zdrowiem i mikro-
biomem czlowieka. Dalsze nieuzasadnione stosowanie
$rodkéw przeciwdrobnoustrojowych u zwierzat zwieksza
pule gendw opornoéci na antybiotyki, a takze czesto$¢ ich
wystepowania, poniewaz bakterie w wiekszo$ci migruja
do $rodowiska [27]. W hodowli $§witi stwierdzono np. zna-
czacy zwigzek mikrobiomu jamy nosowej zatrudnionych
na fermach pracownikéw ze srodowiskiem fermowym.
Zdefiniowano jednocze$nie tzw. rdzenny mikrobiom ferm
trzody chlewnej, ksztattujacy mikrobiom drég oddecho-
wych cztowieka. Réznit sie on znaczaco nie tylko miedzy
indywidualnymi obiektami, ale wykazywat tez wieksza
bioréznorodnos$é niz w badanych fermach bydta, czy
u 0séb niemajgcych kontaktu z hodowlg $witi [21]. Bada-
nia Tan i wsp. [41] réwniez wykazaty, iz dtugotrwata eks-
pozycja i praca z trzoda chlewna wplywaja na kompozycje
mikrobiomu jelitowego pracownikéw, cho¢ nie pociagato
to za sobg istotnych zmian w ich metabolomie, wskazujac
tym samym na duza plastyczno$¢ funkcjonalng przemian
metabolicznych. Odpowied?Z na pytanie: czy przesuniecia
zwigzane z bliskim kontaktem ze §rodowiskiem fermo-
wym mogga sie odbijaé na zdrowiu czlowieka, wymaga nie-
stety dtugotrwatego monitorowania mikrobiomu. Badania
takie rozwing sie zapewne dopiero w przyszto$ci. Zrozu-
mienie implikacji zwigzkéw mikrobiomu ze §rodowiskiem
a zdrowiem ludzi i zwierzat w nim zamieszkujgcych, stwa-
rza mozliwo$ci innowacyjnego i holistycznego podejécia
do diagnostyki, leczenia czy podejmowania jakiejkolwiek
interwencji. Badania wskazuja, iz na sktad mikrobiomu
ludzi i zwierzat wptywa kilka proceséw, a sa to: ekspozycja
na okreslone drobnoustroje (np. mikrobiom rodzicielski,
populacji, zwierzat czy $rodowiska), filtracja tej ekspo-
zycji oparta o wybrane cechy drobnoustrojéw i zywiciela
(np. metabolizm, odporno$¢) oraz skutki konkurencyjnych

lub kooperacyjnych interakcji miedzy drobnoustrojami
a fagami wystepujacymi w §rodowisku gospodarza [43].

Metoda sekwencjonowania nowej generacji NGS (next
generation sequencig) wykorzystywana do badaf nad
mikrobiomem, oparta jest na technice molekularnej,
pozwalajacej na analize wybranych regionéw genomu,
catych eksoméw (DNA kodujgce), a nawet catych genoméw,
dzieki czemu mozliwe jest oszacowanie sktadu mikroflory
[13]. Obecnie w celu uzyskania referencyjnego katalogu
genéw mikrobiomu jelitowego $win stosuje sie sekwencjo-
nowanie catkowitego metagenomu. Warto podkresli¢, ze
przeprowadzone dotad badania wykazaly, iz referencyjny
katalog mikrobiomu jelita $wini dzielit wiecej nieredun-
dantnych genéw (niepowielonych, niezmienionych) mie-
dzy cztowiekiem a $winia, niz czlowiekiem a mysza. Dlatego
tez $winia jest doskonatym modelem badawczym, podob-
nym pod wzgledem anatomii, immunologii i fizjologii
do ludzi [8].

Wiele bakterii okresla sie jako ,,niehodowalne” lub ,,nie-
mozliwe do wyhodowania” (uncultivable), poniewaz nie
zostaly jeszcze poznane lub sa znane, ale nie mozna ich
rozmnozy¢ w warunkach laboratoryjnych. Metagenomika
odegrata istotna role w ich poznaniu, a takze przyczynita
sie do opracowania nowych pozywek, umozliwiajacych
ich hodowle. Klasycznym przyktadem jest przypadek Tro-
pheryma whipplei, Gram-dodatniej laseczki, ktérej hodowla
mozliwa jest jedynie w obrebie linii komérkowej fibrobla-
stéw ludzkich. Dane genomu tej bakterii wykorzystano do
zidentyfikowania jednostkowych niedoboréw metabolicz-
nych, umozliwiajagc wytworzenie specyficznego §rodowiska
aksjalnego (SAM) [7].

Platformy NGS wykonujg jednocze$nie sekwencjonowanie
milionéw matych fragmentéw DNA. Aby je polaczyé, stosuje
sie analizy bioinformatyczne i mapowanie indywidualnych
odczytéw do poznanych juz genoméw referencyjnych.
Ogromng doktadno$¢ zapewnia wielokrotne sekwencjono-
wanie kazdej z wystepujacych w genomie zasad. Metoda
NGS moze by¢ wykorzystana do sekwencjonowania calych
genomdw lub jedynie ich wybranych czesci, w tym wszyst-
kich 22 000 genéw kodujacych (caty eksom) lub niewiel-
kiej liczby pojedynczych gendw, dzieki czemu jest bardzo
uzyteczna diagnostycznie [2]. Gléwnym zastosowaniem
NGS w mikrobiologii jest zastapienie konwencjonalnej
charakterystyki patogenéw opartej o ocene morfologii,
wlasciwosci barwienia i cech metabolicznych, ich charak-
terystyka zwigzang z genomem. Znajac genom mozna pre-
cyzyjnie rozpoznaé dang bakterie. Mozna tez poszukiwaé
genetycznych markeréw potencjalnej patogennosci np.
genéw odpowiedzialnych za wytwarzanie toksyn. Metoda
sekwencjonowania ma jednak ograniczenia, sa to m.in. cig-
gle wysokie koszty badari, a wiec i ograniczona liczba préb
poddawanych analizie. Nalezy takze wspomnieé o braku
mozliwosci identyfikacji niektérych gatunkéw tylko na
podstawie otrzymanej sekwencji. Wyzwaniem jest réwniez
analiza danych sekwencji generowanych na réznych plat-
formach, z réznymi marginesami bledéw oraz szczegétowa
walidacja odmiennych metod przygotowywania bibliotek.
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Liczba badar NGS przeprowadzanych na réznych platfor-
mach roénie. Szczegélnie potrzebne sa te, ktére obejmujg
identyfikacje szczepdw, ich charakterystyke i typowa-
nie w celu stworzenia referencyjnych baz danych. Zdecy-
dowanie brakuje obecnie standardéw jakosci sekwencji
uzgodnionych na szczeblu miedzynarodowym oraz analizy
i interpretacji danych kluczowych dla badan klinicznych.

Istnieje kilka platform, tj. ,narzedzi diagnostycznych”
wykorzystujacych zréznicowane technologie sekwencjo-
nowania DNA. Wéréd nich najpowszechniej uzywanymi
sg: lon Torrent Personal Genome Machine (PGM), Pacific
Biosciences (PacBio) oraz Illumina MiSeq. lon Torrent PGM
wykorzystuje technologie pétprzewodnikows, ktéra opiera
sie na mierzeniu zmian pH powstatych wskutek uwalnia-
nia jonéw wodorowych po wigczeniu nukleotydéw podczas
syntezy. Fragmenty DNA ze specyficznymi sekwencjami
adaptacyjnymi sa faczone, a nastepnie klonalnie amplifi-
kowarne za pomoca PCR emulsyjnego na powierzchni kulek
o $rednicy 3 mikronéw, znanych jako czasteczki sferyczne
jonéw [37]. PacBio przeprowadza proces umozliwiajacy
sekwencjonowanie pojedynczej czasteczki w czasie rzeczy-
wistym (single molecule real time, SMRT). W tym proce-
sie czasteczki polimerazy DNA, zwigzane z matrycg DNA,
sg mocowane do dna studzienek o szeroko$ci 50 nm, zwa-
nych falowodami trybu zerowego (zero-mode waveguides,
ZMW). Kazda polimeraza moze przeprowadzi¢ synteze dru-
giej nici DNA w obecnoéci fluorescencyjnie znakowanych
nukleotydéw y-fosforanu [37, 38]. Natomiast w Illumina,
stosuje sie metode “sekwencjonowania przez synteze”,
wykorzystujac fluorescencyjnie znakowane nukleotydy
z odwracalnym terminatorem, na klonowo powielonych
matrycach DNA, unieruchomionych na powtoce akrylo-
amidowej na powierzchni szklanej komérki przeptywowej.
Platforma zawiera wiele instrumentéw o réznej przepusto-
wosci i dtugoéci odczytu. Instrumenty MiniSeq i MiSeq majg
niskg i $rednig przepustowos$¢ prébki, przeznaczone sa dla
mniejszych laboratoriéw i rynku diagnostyki klinicznej
[37]. Znacznie drozsze urzadzenia NextSeq, HiSeq i Nova-
Seq zostaty zaprojektowane z my§la o duzo wiekszej prze-
pustowosci, zmniejszajac koszt analizy pojedynczej probki,
wymagaja jednak dodatkowej automatyzacji - przygotowa-
nia biblioteki [4]. Obecno$¢ bakteryjnego DNA w badanych
prébach potwierdzana jest metodg real-time PCR. W reak-
cji stosuje sie uniwersalne startery, amplifikujace fragment
bakteryjnego genu 16S rRNA [2, 10]. Zgodnie z protoko-
tem Illumina analize metagenomiczng bakteryjnego genu
kodujacego 16S rRNA przeprowadza si¢ na bazie hiperz-
miennego regionu V3-V4 genu 16S rRNA. Analiza sktada sie
z 3 etapéw: automatycznego demultipleksowania prébek,
generowania plikéw fastq, zawierajacych surowe odczyty
oraz klasyfikacji odczytéw typu paired-end, w poszczegdl-
nych kategoriach taksonomicznych (klasy, rodzina, rodzaj,
krélestwo, rzad, typ gatunek) [31].

W przypadku trzody chlewnej badania mikrobiomu
z wykorzystaniem nowoczesnych technologii sekwen-
cjonowania wydaja sie szczegdlnie istotne z powodu
zblizajacych sie nieuchronnych zmian w postepowaniu pro-
filaktycznym i terapeutycznym. 28 stycznia 2022 r. zacznie

obowigzywaé Rozporzgdzenie Parlamentu Europejskiego
i Rady (UE) 2019/6 z dnia 11 grudnia 2018 r. w sprawie
weterynaryjnych produktéw leczniczych, majace na celu
bardziej rygorystyczne zwalczanie opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Wprowadza ono m.in. zakaz
metafilaktycznej podazy antybiotykéw zwierzetom i tez
kolejne wylaczenie niektérych chemioterapeutykéw z pro-
duktéw weterynaryjnych. Wystepowanie biegunek, wolne
tempo wzrostu, jak i stabe wykorzystanie paszy powo-
dujg straty i pogorszenie efektywnosci chowu i hodowli.
W zwigzku z narastajacym problemem antybiotykoopor-
noéci, prawidlowa diagnostyka mikrobiologiczna jest nie-
zwykle istotna. Mikroflora jelitowa to ,,cel” patogendw, ale
takze obraz odzwierciedlajagcy stan zdrowia i odpornosé
danego osobnika. W zywieniu $wini coraz wieksza uwage
przyktada sie do réznych dodatkéw paszowych dziata-
jacych immunoprotektywnie badZ immunostymulujgco
w $wietle przewodu pokarmowego. Taka grupa dodatkéw
sg pro-, pre- i symbiotyki, ktérych korzystne dziatanie jest
szczegbtowo opisane [9, 47]. Analiza metagenomowa drob-
noustrojéw jelitowych u prosiat, ktérym podawano bak-
terie Lactobacillus plantarum potwierdzita ich wptyw na
zmiane sktadu drobnoustrojéw mikroflory katowej. Wyka-
zano réwniez wieksza bioréznorodno$é mikroorganizméw
oraz stabszg ekspresje genéw warunkujacych zapalenie
jelit, tym samym wplywajac na ich prawidtowy rozwdéj
i przeciwdziatajac stanom zapalnym. U prosiat po odsadze-
niu, ktére otrzymywaty bakterie L. plantarum potwierdzono
wieksza koncentracje immunoglobulin 1gG w surowicy krwi
[39]. U starszych osobnikéw, juz po odsadzeniu, stosuje sie
enzymy paszowe, takie jak fitaza, amylaza, enzymy degra-
dujgce polisacharyd nieskrobiowy (NSP) (np. ksylanaza,
p-glukanaza i p-mannanaza), proteazy i lizozym. Substan-
cje te wplywajg m.in. na zmiane sktadu mikroflory jelito-
wej lub jej szybsze dojrzewanie [12]. Innymi substancjami
zyskujacymi zainteresowanie badaczy sa fitobiotyki, wéréd
ktérych znalazly sie ziofa, takie jak: oregano czy tymianek,
a takze czosnek [25].

Sktad mikroflory (rozpatrujac profil osobnikéw zdrowych)
nie jest staly i podlega zmianom, zaleznym nie tylko od
stanu zdrowia, genotypu i fenotypu odpornosciowego,
wieku, ale takze od czynnikéw $rodowiskowych, takich
jak dieta, stosowanie antybiotykéw czy czynniki stresowe
[40]. Dowiedziono, ze mikroorganizmy zasiedlajace prze-
wdd pokarmowy zmieniaja sie od urodzenia do osiggnie-
cia dojrzatosci organizmu gospodarza [51]. Kim i wsp.
[19] wykazali, iz w badanych prébkach katu prosigt wraz
z wiekiem populacja bakterii zmienia si¢ z przewagi tle-
nowcdw na przewage beztlenowcéw; zmniejsza sie réw-
niez réznorodno$é mikrobiologiczna. Technologia NGS
umozliwia ocene wpltywu czynnikéw zewnetrznych na
kompozycje i réznorodno$¢ mikrobiomu jelitowego. Na
przyktad, badacze postawili hipoteze, ze zakwaszacze do
paszy przeznaczonej dla $wii sprzyjaja rozwojowi poza-
danych bakterii (takich jak Lactobacilli) i zmniejszajg liczbe
drobnoustrojéw ,,szkodliwych” (niektére E. coli), obniza-
jac pH zotadka lub bezposrednio wplywajac na bakterie
chorobotwdrcze. Jednak badania in vivo oparte na meto-
dzie NGS wykazaty spadek liczby bakterii Lactobacilli [26].
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Natomiast Yu i wsp. [49] oceniali wptyw dlugotermino-
wego ograniczenia biatka w diecie warchlakéw na morfolo-
gie jelit, enzymy trawienne, hormony jelitowe i mikroflore
okreznicy. Badanie wykazato znaczacy wplyw diety na sktad
mikroflory jelitowej. Poziom biatka paszowego w tresci
jelita grubego $win nie rzutowat na réznorodno$¢ mikro-
flory. Redukgji ulegta natomiast liczba bakterii Streptococcus,
Lactobacillus i Bacteroides, podczas gdy wzrosta liczba Prevo-
tella i Ruminococcus. Cytowani autorzy sugeruja, ze bakterie
z rodzaju Bacteroides moga reagowa¢ na liczbe spozywa-
nych kalorii oraz ze mikroflora jelitowa moze potencjal-
nie zmaksymalizowa¢ wchlanianie energii z paszy bogatej
w weglowodany.

Cze$¢ badan dotyczgcych mikrobiomu, po$wiecona jest
ustaleniu ,,bazowego” sktadu mikroflory jelitowej $wirl.
W do$wiadczeniu Holmana i wsp. [14] wéréd co naj-
mniej 90% prébek pobranych z przewodu pokarmowego,
wykryto rodzaj: Clostridium, Blautia, Lactobacillus, Prevotella,
Ruminococcus, Roseburia oraz Rikenellaceae (grupa jelita
RC9) i Subdoligranulum. Inne badania cze$ciowo to potwier-
dzity - u prosigt dominowat rodzaj Clostridium, Lactobacillus,
Ruminococcus, Streptococcus, Subdoligranulum, Peptostreptococ-
caceae, Escherichia, Lachnospiraceae oraz Cyanobacteria [23].
W badaniu Crespo-Piazuelo i wsp. [8] przewdd pokarmowy
$win najczesciej zasiedlony byt bakteriami z rodzaju Akker-
mansia, CF231, Phascolarctobacterium, Prevotella, SMB53 i Strep-
tococcus. Badania przeprowadzone u ludzi wykazaty, iz
obecno$¢ rodzaju Prevotella jest powigzana z duzym spozy-
ciem btonnika zlozonego. Réwnie powszechnie wystepuja-
cym u ludzi rodzajem, wytwarzajacym krétkotaricuchowe
kwasy tluszczowe jest Phascolarctobacterium [8]. Okresle-
nie tzw. status quo mikrobiomu jelitowego jest podstawa do
dalszych badan, w ktérych ocenie podlegaja jego zmiany
w wyniku stosowania réznych mieszanek paszowych,
jakilekéw.

Dalsze kierunki badawcze dotycza oceny skutecznosci
przeszczepu mikrobioty jelitowej (FMT, Fecal Microbiota
Transplantation), ktérego celem jest uzyskanie optymal-
nego sktadu drobnoustrojéw w $wietle jelit, a zarazem
ograniczenie infekgji bakteryjnych, wirusowych oraz uzy-
skanie korzystnych wynikéw hodowlanych [22, 29, 32].
Prowadzone sg réwniez wspdlne badania mikrobioty jeli-
towej zwierzat i ludzi pod kgtem horyzontalnego transferu
mobilnych genéw opornosci na antybiotyki (ARGs, antibio-
tic resistance genes) i tzw. resistome - jak okre$la sie cato-
ksztalt genédw opornosci na antybiotyki, wystepujacych
w populacjach bakterii chorobotwdérczych i niechorobo-
twdrczych. Poszukuje sie takich genéw ARG, ktére wspdlnie
pojawiaja sie u czlowieka i wybranych gatunkéw zwierzat.
Wykazano, ze do grupy tej nalezy m.in. gen oporno$ci na
aminoglikozydy ant-6 Ia, zidentyfikowany w mikrobiota
$win i ludzi [15, 50].

Innym istotnym przyktadem zastosowania NGS sa bada-
nia zmiennosci liczby kopii DNA (copy number variations,
CNVs), tj. réznic w sekwencji genomowej, wynikajacej ze
zwiekszenia liczby lub utraty przez delecje lub duplikacje,
okre$lonych fragmentéw DNA. Zmienno$¢ liczby kopii DNA

jest powigzana z wystepowaniem wielu schorzeti u ludzi
i zwierzat [28]. Jiang i wsp. [17] podjeli sie przeprowadzenia
dogtebnej charakterystyki CNV's $wiri. Tym samym umozli-
wili wglad w zmienno$¢ genomu $wini oraz mechanizméw
CNVs, wykorzystujac ten gatunek jako biomedyczny model
choréb ludzi.

Badania Bergamaschi i wsp. [3] z wykorzystaniem metody
sekwencjonowania, przeprowadzone w warunkach tere-
nowych pozwolily na ocene zaleznosci genom-mikrobiom
oraz jej wplyw na ksztaltowanie sie mikrobiomu jelitowego
i rozwdj $witl. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwier-
dzono, iz czynniki genetyczne wplywajg zaréwno na wzrost
i otluszczenie badanych zwierzat, a takze na ksztattowanie
sie mikrobiomu jelitowego $wiri. Wykazano, ze najbardziej
powigzane z parametrami wzrostu i otluszczenia sg trzy
grupy bakterii: Firmicutes, Bacteroidetes oraz Fusobacteria. Na
poziomie taksonomicznym rodzaju Clostridium, Prevotella,
Lactobacillus i Eubacterium wydaja sie dodatnio powigzane
z przyrostami. Powyzsze badania dowiodly, iz geny odgry-
waja gtéwna role w ksztattowaniu sie mikrobiomu jelito-
wego, jednak jego sktad zmienia sie pod wptywem wielu
czynnikéw. Najbardziej znaczacymi okresami w rozwoju
$win, pod wzgledem tych zmian sa: laktacja u loch, okres
do odsadzenia, okres po odsadzeniu oraz tucz [24]. Wedtug
Li i wsp. [24] w sktadzie mikrobiomu jelitowego $witi domi-
nuje rodzaj Prevotella, co potwierdzono takze w innych pra-
cach. Autorzy zaznaczajg jednak, ze Prevotella i Megasphaera
wystepowaly najliczniej na wszystkich etapach tuczu. Clo-
stridiaceae i Bacteroidetes wystepowaly obficie po odsadzeniu
i na etapie tuczu, natomiast w okresie laktacji i przed odsa-
dzeniem wykryto ich niewiele.

Nalezaca do rodziny Clostridiaceae bakteria Clostridium diffi-
cile wystepuje u réznych gatunkéw zwierzat gospodarskich,
zwlaszcza u §with, Szczepy izolowane od zwierzat sa bardzo
podobne w swych wiasciwo$ciach do szczepdw izolowanych
od ludzi. Sugeruje to mozliwo$¢ transmisji miedzy zwie-
rzetami a cztowiekiem, jednak nie wykazano, by szczepy
odzwierzece odgrywaty wiodacg role w przypadku zachoro-
wan uludzi. Przyczyng zachorowan u ludzi, a takze i zwierzat
wydaje sie endogenne ujawnianie wlasciwosci chorobotwér-
czych szczepéw C. difficile w nastepstwie dodatkowych czyn-
nikéw, takich jak leczenie antybiotykami lub zmiana sposobu
zywienia [45]. Wplyw ewentualnych zmian diety na popu-
lacje drobnoustrojéw jelitowych takze podlega wnikliwej
ocenie w analizach z zastosowaniem NGS. Poznanie moz-
liwo$ci modulacji sktadem mikrobiomu jest istotne w celu
poprawy jako$ci chowu zwierzat oraz utrzymania ich prawi-
dlowego statusu zdrowotnego. Zwigzane z wiekiem réznice
we wplywie komponentéw paszowych na skfad flory bakte-
ryjnej planuje sie wykorzysta¢ nie tylko przy optymalizacji
receptur mieszanek paszowych, ale takze w celu redukgji
transmisji patogendw wsrdd zwierzat, uwzgledniajac réw-
niez aspekt zoonotyczny. Jako przyktad mozna tu wymie-
ni¢ infekcje wywotane przez pateczki Salmonella. W wyniku
spozywania zanieczyszczonej nietyfoidalnymi salmonel-
lami zywno$ci pochodzenia zwierzecego, w tym pochodza-
cych od $witi - dochodzi do zatrué pokarmowych czlowieka.
Jednoczeénie nastepuje zakazanie populacji ludzkiej anty-
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biotykoopornymi szczepami oraz przenoszenie genetycznej
informacji determinujgcej te cechy do bakterii gospodarza
(infectious drug resistance), a to obniza skutecznos¢ antybio-
tykoterapii [30, 46].

Narzedzia, takie jak sekwencjonowanie nowej gene-
racji umozliwiajg prowadzenie innowacyjnych
badan z powigzanych ze soba dziedzin mikrobiologii
$rodowiskowej, ludzi i zwierzat. Bioréznorodno$é moze
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by¢ powszechnie stosowang miarg stabilno$ci mikro-
flory jelitowej - wieksza réznorodno$¢ oznacza bowiem
wiekszg stabilno$¢ [48]. Nowoczesna metoda sekwencjo-
nowania umozliwia zatem badania majace na celu nie
tylko odkrywanie i poznawanie funkcji mikrobiomu jeli-
towego w celu poprawy zdrowia i hodowli zwierzat, ale
takze w $wietle popularnej koncepcji wspdlnego zdrowia
(,,One Health”) oraz pozyskiwania wysokiej jako$ci produktéw
pochodzenia zwierzecego.
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