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A mikrobiom vizsgálatának  
módszertana és az eredmények 
klinikai interpretációjának  
kihívásai

A gyakorló klinikus számára nagy kihívást jelent, hogy a mikrobiom vizsgálatának és értékelésének mód-
szertanára nincs nemzetközi szinten egységes irányelv. Miközben az interneten a betegek számára is el-
érhető, robbanásszerűen növekvő számú preklinikai és klinikai adat egyértelmű betegségasszociációkat 
ír le randomizált kontrollált vizsgálatokban, a betegágy melletti döntési algoritmusok irányelvei egyelőre 
hiányoznak. 
Célunk a mikrobiom vizsgálati módszereinek összehasonlítása, illetve a leletekben leggyakrabban meg-
jelenő paraméterek: a diverzitás, a filogenetikai, illetve funkcionális taxonómiai csoportosítások (pl. az 
F/B arány) biológiai jelentőségének és klinikai relevanciájának megvilágítása.
A klinikai alkalmazásnak több szakterület diagnosztikus és terápiás szemléletét kell integrálni teljesen új 
és dinamikusan fejlődő molekuláris diagnosztikai, illetve táplálásterápiás irányelvekkel. Fontos, hogy a 
beteg kezelését irányító szakorvos a leletek értékelésekor és a terápiás döntés során szakmai segítséget 
kapjon a molekuláris biológusoktól, mikrobiológusoktól és a társszakmáktól. A mikrobiom jellemzően 
a tápcsatorna, a száj és a bőr stb. barrierfelületein van az emberi szervezettel kapcsolatban, ezért már a 
mintavétel és/vagy a kezelés során ebben jártas szakorvosok, képalkotó diszciplínák bevonása elenged-
hetetlen. 
Javaslatunk szerint ezért az onkoteamekhez hasonló, összeszokott interdiszciplináris teamekre van szük-
ség az eredmények sikeres klinikai alkalmazásához.
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Microbiome Testing Methods and Challenges of Clinical  
Interpretation
It is a great challenge for practitioners not having internationally uniform guidelines available for the 
methodologies of microbiome testing and evaluating results. While on the internet there is a rapidly 
grow ing amount of preclinical and clinical data describing clear disease associations in randomised cont-
rolled trials readily accessible to patients, guidelines for clinical decision-making algorithms at the bed-
side are currently lacking. 
Our goal is to compare different microbiome testing methods and to shed light on the biological signi-
ficance of the most frequently appearing parameters in the findings: diversity, phylogenetic and func-
tional taxonomic groupings (e.g. the F/B ratio) and its clinical relevance. 
The clinical application must integrate the diagnostic and therapeutic approaches of several fields of ex-
pertise with completely new and dynamically developing molecular diagnostic and nutritional therapeu-
tic guidelines. It is imperative for the specialised physician managing the patient's treatment to receive 
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professional help from molecular biologists, microbiologists, and related professions when evaluating 
the findings and making a therapeutic decision. The microbiome is typically associated with the human 
body on the barrier surfaces of the alimentary canal, such as the mouth, gastrointestinal tract and the 
skin, etc., so it is essential to involve specialists and imaging disciplines as early as biopsy sampling and/
or treatment.
According to our recommendations, interdisciplinary teams similar to tumour boards are needed for the 
successful clinical application of the results.
KEYWORDS: microbiome diagnostics, NGS, interpretation, interdisciplinary team

Bevezetés

A humán mikrobiom az emberi szervezettel együtt élő 
baktériumok, gombák, archeák és vírusok összessége. 
Az emberi mikrobiommal kapcsolatos, egyre bővülő is-
meretek minden bizonnyal a XXI. század meghatározó 
orvostörténeti eseményei között lesznek majd. Abban 
mindenki egyetért, hogy a jövőt a mikrobiomasszociált 
betegségek táguló értelmezési szempontjai meg fogják 
határozni. Az utolsó 10 év robbanásszerű bővülést hozott 
a rendelkezésre álló ismeretanyagban, ugyanakkor a vizs-
gáló módszerek párhuzamos fejlődése beláthatatlan táv-
latokat nyitott az eredmények értelmezésében. A jövőku-
tatók perspektívájából ez biztató, de az internet korában, 
gyakorló orvosként azzal szembesülünk, hogy a tudomá-
nyos közlemények áradatában még egységes nómenkla-
túra sincs. Hol húzzuk meg a baktériumfajok határait? Mit 
tekintünk azonosított fajnak? Mi alapján számoljuk a faj-
gazdagságot? Egyelőre úgy tűnik, hogy ezek a nevezék-
tani disszonanciák és a „nagyobb felbontású”, részletgaz-
dagabb vizsgálati módszerek nem segítenek csökkenteni, 
hanem inkább növelik a természettudományokban más-
hol megszokott bizonytalanságot (pl. Heisenberg-féle ha-
tározatlanság). Ezt elméleti síkon könnyebb kezelni, mint 
gyakorló klinikusként. Tapasztalt klinikusi pragmatizmus-
ra van tehát szükség, ahol a releváns eltérések asszociá-
cióját vizsgáljuk valós klinikai problémákkal, és ezeket 
elkülönítjük a kockázatot nem jelentő eltérésektől. A napi 
gyakorlatból vett példával élve, ha egy páciens megsem-
misítő mellkasi fájdalommal érkezik, és ennek hátterében 
akut koronáriabetegség határozottan kizárható, akkor a 
magas koleszterinszintje még akkor sem bír jelentőséggel 
a panaszai szempontjából, ha hosszú távon fontos kór-
oki tényező és kockázat, amit kezelni és kontrollálni kell. 
Ugyanakkor a beteg akut panaszait refluxbetegség vagy 
pszichoszomatikus tünetképzés vezérli, és ilyen irányú 
célzott kezelésre szorul.
A közlemény célja a gyakorló klinikus számára értelmez-
hetővé tenni a mikrobiomdiagnosztika alapjait, annak 
metodikai és interpretációs aspektusával és bizonytalan-
ságaival. A klinikai döntés szempontjából ugyanis talán 
nagyobb jelentősége van annak, hogy pontosan értsük 
azt, amit nem tudhatunk meg egy vizsgálatból, mint azt, 
amit esetleg igen. Egy újabb gyakorlati példával élve és a 
fenti esetnél maradva egy nyugalmi EKG nem zár ki foko-
zott infarktuskockázatot. Ehhez legalább kísérő laborok, 

terheléses EKG, echokardiográfia kell, szükség esetén kar-
dio-CT vagy koronarográfia. Ettől még a nyugalmi EKG 
egy fontos vizsgálati eszköz, azonban minden klinikai 
diagnosztikai eljárás értékét, hasznosságát, „használha-
tóságát” a klinikum dönti el. Mi a kérdésfeltevés? Ehhez 
lesz illeszthető egy adott vizsgálóeljárás érzékenysége, 
specificitása és költsége. Az előző példánál maradva egy 
1 hetes Holter-monitor az EKG-mérés rendkívül korszerű 
formája, de hasznossága erősen kérdéses, ha akut mellka-
si fájdalomról van szó, nem beszélve arról, ha az értelme-
zéshez használt szoftver bizonytalansága olyan mértékű, 
hogy a 168 óra adat automatikus értékelése, mondjuk, 
50 óra humán elemzést feltételez. Tehát egyrészt az adat-
gyűjtés mélysége kérdéses, hogy releváns-e a klinikai 
kérdés szempontjából, másrészt az, hogy a kiértékelésre 
használt szoftver gyorsasága, elemzőkészsége, megbíz-
hatósága, pontossága megfelelő-e a válaszadáshoz.

A mikrobiomdiagnosztika

A mikrobiomasszociált (nem fertőző) betegségek „proto-
típusa” a reumás láz. Klinikai tünettanát Sydenham a 17. 
században már jóval a bakteriológia hőskora előtt leírta, 
a Streptococcusok kóroki szerepének azonosítása (és el-
nevezésük is) ugyanakkor az osztrák sebészóriás, Theodo-
re Billroth nevéhez fűződik (1). A következő kb. 100 évet 
meghatározta a mikroszkópos morfológiai diagnosztika 
és a tenyésztéses technológiák fejlődése. Újabb forradal-
mi lépést a kóroki tényezők célzott eliminációjának lehe-
tősége hozott az antibiotikumok megjelenésével. Ez alap-
jaiban változtatta meg a népegészségügy prioritásait: a 
szifilisz, a tbc, az endocarditis mellett a reumás láz okozta 
morbiditás és mortalitás is meredeken zuhanni kezdett 
– az 1920-as években az 5-20 év közötti korcsoportban 
a vezető halálok volt a fejlett világban, és heteket, hóna-
pokat töltöttek az érintett páciensek rehabilitációs intéze-
tekben (2).
A mikrobiomkutatás Nobel-díjat érő forradalmi mérföld-
köve, a Helicobacter pylori felfedezése is egy új diagnosz-
tikus megközelítés eredménye volt. Barry Marshall és 
Robin Warren korszakalkotó megfigyelése a patológiai ru-
tindiagnosztika eszköztárával tette láthatóvá a Gram-ne-
gatív, spirális pálca alakú baktériumokat, ami forradalmi 
változást hozott az atrófiás gastritis, a fekélybetegség, a 
gyomorrák és a MALT lymphoma megelőzésében és ke-
zelésében (3). Ez felhívta a figyelmet arra, hogy a gaszt-



rointesztinális traktusban élő, rutinszerű tenyésztéssel 
ki nem mutatható baktériumok jelentős kóroki szerepet 
játszhatnak addig ismeretlen eredetű gyulladásos, dege-
neratív és daganatos megbetegedésekben egyaránt. Ez 
különösen annak fényében fontos, hogy az emberiség kb. 
40%-a Helicobacter-kontaminált, (4) és a betegségasszo-
ciáció ennek fényében multifaktoriális kell hogy legyen. 
Másrészt felhívta arra is a figyelmet, hogy a Helicobacter-
negatív esetekben is gondolnunk kell baktériumok kóroki 
szerepére, hiszen magának a Helicobacternek a kimutat-
hatósága a kor diagnosztikus lehetőségeivel esetleges (és 
véletlen) volt.
A genomika térhódítása, illetve a humángenom-projekt 
által generált technológiai robbanás – az ún. új generáci-
ós szekvenálási eljárások megjelenése – hozta el a tech-
nológiai áttörést, ami megfelelő vizsgálómódszernek 
bizonyult az emésztőtraktus baktérium- (illetve gomba-, 
archea- és vírus-) populációjának vizsgálatához (5). A ge-
netikai taxonómia úttörői, Carl Woese és munkatársai az 
1980-as években azonosítottak a baktériumgenomban 
olyan szakaszokat, amelyek alapján filogenetikai kap-
csolat volt megállapítható az egyes fajok, nemzetségek 
között (6). Ez a baktériumriboszómát kódoló DNS-sza-
kasz kellően konzervált volt az egyébként meglehetősen 
dinamikus evolúciót mutató bakteriális genomon belül. 
Szemben a bakteriális enzimeket kódoló génekkel, ame-
lyek evolúciós alkalmazkodást nemzedékek között is 
gyorsan lehetővé tesznek (pl. a laktáz enzim mutációja 
nyomán alternatív anyagcserére is átállhat a baktérium), a 
riboszóma-RNS annyira alapvető funkciót kódol, hogy ge-
netikai állománya rendkívül lassú evolúcióra képes csak, 
így egyfajta kronométerként a törzsfejlődési kapcsolat 
azonosítását lehetővé teszi. Az egyedek közötti minél na-
gyobb különbség filogenetikai „távolságot” jelöl. Woese és 
munkatársai ezzel a szemlélettel azonosították elsőként 
az archeákat különálló doménként a prokarióták és euka-
rióták mellett. 
A prokariótákban az S16 szakasz 1500 bázispár (bp) hosz-
szúságú, de technikai okok miatt sokáig az első 500 bp 
hosszúságú szakasz alapján történt a fajta és diverzitás 
meghatározása. Az első ilyen megközelítések a szekven-
ciaadatokat referencia-adatbázisokkal összevetve hatá-
rozták meg az egyedi taxonómiai egységeket, amelyek 
genetikai homogenitását konszenzusos alapon 97%-os 
azonosságnál húzták meg. Ez alapján lehet közelíteni a 
faj- és nemzetségmeghatározásokhoz is, amelyet azon-
ban mind a módszertan (a 16S gén 1500 bp hosszúsá-
gához képest mért tényleges fragmenshossz), mind az 
azonosításhoz alkalmazott szoftver, illetve maga a refe-
rencia-adatbázis kritikusan befolyásol (7).
Mint minden teszt esetében, itt is igaz az, hogy minél 
hosszabb szakaszt akarunk mérni, annál pontosabb a 
meghatározás specificitása, de biológiai mintáról lévén 
szó (jellemzően széklet, esetleg fixált szövet) nagy a DNS/
minta fragmentáltság mértéke, ami csökkenti az analiti-
kai szenzitivitást. Ugyanakkor minél rövidebb a vizsgált 
génszakasz, annál könnyebb a tesztet reprodukálhatóan 
elvégezni, viszont annál kisebb az eredmény specificitása. 
A technológia fejlődésével egyre inkább egyeduralkodó-

vá válik az S16 szakasz teljes hosszának vizsgálata, ami a 
mai tudásunk szerint megfelelő pontosságú faj- és nem-
zetségmeghatározást tesz lehetővé (8).
Látni kell ugyanakkor, hogy a filogenetikai klasszifikáció 
előnye egyben a hátránya is, nevezetesen az, hogy a faj 
azonosítása mellett az adott baktériumok tényleges en-
zimkészletéről, toxint termelő képességéről, rezisztenciavi-
szonyairól nem ad információt. A rákgenom és a moleku-
lárisan célzott gyógyszerek kapcsolata, és ennek prediktív 
diagnosztikai alkalmazása révén tudjuk ugyanakkor, hogy 
még agy adott (igazoltan) kóroki szerepet játszó gén jelen-
léte sem jelent azonos klinikai fenotípust. Egészen ponto-
san ismernünk kell egy molekuláris célpontot definiáló gén 
szekvenciájának és a kódolt fehérje térszerkezetének össze-
függéseit ahhoz, hogy a funkcióra következtetni lehessen. 
Vannak olyan mutációk ugyanis, amelyek aminosavcsere 
vagy deléció/inszerció révén funkcionális konzekvenciát je-
lentenek, míg mások nem. A gyógyszerkötőhelyek konfor-
mációváltozásai kapcsán ez az affinitást és ezen keresztül a 
hatékonyságot is befolyásolja (9).
Nem ismeretlen ez a dilemma a konvencionális mikro-
biológiai diagnosztikában sem. Általános követelmény 
egy diagnosztikai eljárással szemben, hogy a klinikailag 
releváns kérdés tekintetében kellően érzékeny, specifikus 
és költséghatékony legyen. Épp ezért a klinikus feladata, 
hogy olyan diagnosztikai módszert válasszon, amelynek 
terápiás konzekvenciája van, és költséghatékony. 
A Helicobacter-diagnosztika esetében a standard hema-
toxilin- és eozinfestés mellett érzékenyebb és specifiku-
sabb immunhisztokémiai technikák is elérhetővé váltak 
(10), illetve megjelentek a prediktív molekuláris genetikai 
tesztek a patogenitásfaktorok, illetve gyógyszer-rezisz-
tenciáért felelős gének tekintetében (11). De mikor me-
lyiket alkalmazzuk? Hogy befolyásolta ez a diagnosztikai 
algoritmusokat? Egy szövődménymentes gastritis ese-
tében elég lehet szövettan vagy kilégzési teszt, hiszen 
elég kimutatnunk a baktérium jelenlétét, az első vonalas 
gyógyszerválasztáshoz szakmai protokollok vannak, nem 
szükséges további molekuláris karakterizálás. A MALT 
lymphoma kezelése előtt ugyanakkor az esetleges kom-
binált kezelés, illetve már az első vonalas gyógyszervá-
lasztás miatt fontos ezt kiegészíteni további molekuláris 
markerekkel, ami a patogenitás és a gyógyszerérzékeny-
ség, antibiotikumrezisztencia szempontjából a malignus 
betegség miatt célzottabb megközelítést igényel.
Fontos szempont ezek mellett a terápiás beavatkozás koc-
kázata. Ez a mikrobiom tekintetében a legtöbb esetben 
nem maga az intervenció, hanem a helytelen differenciáldi-
agnózis miatti helytelen terápia és az időveszteség, amely 
a betegség progresszióját lehetővé teszi. Fel nem ismert 
Klacid-rezisztencia esetén az előbbi példánál maradva még 
egy gastritis esetén is jelenthet hiábavaló antibiotikus ke-
zeléseket vagy hosszú távú protonpumpagátló-kezelést. 
Ezért ha első vonalban nem volt sikeres az eradikáció, a má-
sodik vonal terápiaválasztása előtt mindenképp felmerül a 
baktérium pontosabb molekuláris karakterizálása.
Egy másik példán érzékeltetve a módszertani dilemmát: 
a Clostridium (új filogenetikai klasszifikáció szerint Clostri-
diodes) difficile fajok patogenitása a toxintermelő képes-
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ség függvénye. A konvencionális tenyésztés mellett ezért 
egyre inkább teret nyer a patogenitással és virulenciával 
szoros(abb) összefüggésben lévő toxinok, illetve az eze-
ket kódoló gének kimutatása különböző technológiákkal. 
Többféle toxint kódoló gén (tcdA+, tcdB+, cdtA+, cdtB+) 
és ezek kombinációi, illetve az antibiotikumrezisztenciát 
kódoló gének is kimutathatók, ami egészen precíz és sze-
mélyre szabott terápiás megközelítést tesz lehetővé. Ilyen 
esetben is a klinikus egyedileg tud dönteni arról, hogy mi-
kor választ egy toxinkimutatást ELISA módszerrel, a szék-
letből konvencionális tenyésztést vagy szofisztikáltabb 
genetikai markereket (12). 
Az új generációs szekvenálási eljárások megválasztásánál 
is ezt kell figyelembe venni. Az S16 rRNS gén amplikon-
alapú szekvenálása során a kódoló génszakasz egy vagy 
néhány részletét vizsgálja. A teljes genom ún. shotgun- 
szekvenálása során pedig a teljes baktériumgenomot 
tárják fel. Utóbbi a virulencia-, toxin- stb. gének meghatá-
rozását is lehetővé teszi. A kérdés csak az, hogy a klinikai 
kérdésfeltevés és terápiás konzekvencia vonatkozásában 
ez többet nyújt-e. Ismertek-e egyáltalán az adott patogén 
dysbiosis hátterében azonosítható virulenciagének? Az 
adott labor ezeket képes-e detektálni, illetve az interp-
retációs csapat rendelkezik-e ezzel kapcsolatos klinikai 
tapasztalattal? Az amplikonszekvenálás magának a po-
tenciális patogén ágens kimutatásában robusztusabb, és 
nagyobb publikált tapasztalat van vele. Megfontolandó, 
hogy – a Helicobacter-példánál maradva – ha a kórokozó 
azonosítása megtörtént, utána szükség szerint célzottan 
ugyanakkor egyedi géneket keressünk és vizsgáljunk az 
arra legérzékenyebb és legspecifikusabb módszerrel. 

A mikrobiommal kapcsolatos (klinikai) közleményekben 
kevés szó esik a mintavételről. Mint minden laborvizsgálat-
nál, itt is döntő szerepe van annak, hogy a mintavétel anti-
biotikus kezelés vagy probiotikum után, egy új gyógyszer 
bevezetése előtt vagy után, esetleg specifikus diéta alatt 
történt-e, és megfelelő technikával, mintavevő kittel, meg-
felelő mennyiségben. A Helicobacter-példánál maradva a 
klinikum szempontjából fontosabb lehet, hogy honnan és 
hány mintát vesz az endoszkópos a szövettanra, mint hogy 
hematoxilin-eozin-, immun- vagy FISH-vizsgálat készül.
Egy másik fontos dilemma a betegségek mikrobiomasz-
szociációjával kapcsolatban, hogy a patogén dysbiosisok 
nem csupán bakteriális, de gombás és virális eredetűek is 
lehetnek, amelyekről egyelőre nagyon keveset tudunk. 
A humán mikrobiom elkészült „atlaszának” ezek nem ké-
pezik részét. A humán szervezetben élő vírusok összes-
sége, a „viriom” a bakteriális mikrobiomhoz hasonlóan 
rengeteg egyedi vírusból áll, amelyek diverzitása ezres 
nagyságrendű minden emberben, és szintén nagyfokú 
egyénre jellemző mintázatot ad. Folyamatban van a mik-
robiomatlaszhoz hasonló feltérképezése a viriomnak is 
több anatómiai lokalizációban, de az eddig azonosított 
vírusok többségéről nagyon kevés biológiai információ áll 
rendelkezésre. Az NCBI adatbázis több mint tízezer vírus- 
szekvencia adatait tartalmazza, amely a teljes biodiverzi-
tás töredéke a mai tudásunk szerint (13). A humán viriom 
többsége a becslés szerint nem patogén jelentőségű, ha-
nem mind a prokarióta sejteket fertőző (szabályozó) bak-
teriofág, illetve humán sejteket fertőzni képes eukarióta 
vírus. Ennek óriási a jelentősége, hiszen a bakteriális mik-
robiom összetételének szabályozását, illetve a patogén 

Simpson-diverzitásscore: 0,25
Inverz Simpson-score: 0,75
Shannon-index: 1,28
Megoszlás: 0,921
Fajgazdagság (fajok száma): 4
Az egyedek száma: 7
Átlagos populációméret: 1,75

Simpson-diverzitásscore: 0,71
Inverz Simpson-score: 0,29
Shannon-index: 1,41
Megoszlás: 0,592
Fajgazdagság (fajok száma): 2
Az egyedek száma: 7
Átlagos populációméret: 3,5

1. ábra: A diverzitásszámítási paraméterek illusztrálása

A két lokáció egyedszáma azonos (7): az A lokációban van: 3 majom, 2 tigris, 1 tukán, 1 párduc. 
A B lokációban van: 6 kutya és 1 macska.
Az A lokáció nemcsak azért diverzebb, mert többféle faj van, de a megoszlásuk is egyenletesebb

A B
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baktériumok elszaporodását, magának a patogén dysbi-
osis kialakulását gátolhatják. Másrészt a vírusellenes ke-
zelések fűnyíróelv szerint ezeket is károsítani tudják, ami 
épp az ökoszisztéma szabályozott egyensúlyának felbo-
rulását eredményezheti (14).

Az amplikon-, illetve a shotgunszekvenálás

Az új generációs szekvenálási módszerek használata lehe-
tővé teszi egyetlen futtatás során a mikrobiális közösség 
teljes összetételének egyidejű vizsgálatát, ide értve az ún. 
nehezen tenyészthető mikroorganizmusok kimutatását 
és azonosítását. Az NGS jelentősége, hogy olyan esetek-
ben is lehetővé teszi a mikroorganizmusok kimutatását, 
amelyeknek egyébként speciális növekedési feltételekre 
van szükségük, amelyek nem, vagy csak nagyon nehezen 
biztosíthatók laboratóriumi környezetben. Az NGS tér-
hódítása előtt használt ún. PCR módszerhez előre kellett 
definiálni a vizsgálni kívánt taxonokat, annak érdekében, 
hogy kimutathatóak legyenek, így a mintában váratlanul 
előforduló baktériumokat nem detektálták.
Az amplikonszekvenálás és a shotgunszekvenálás egy-
aránt a nukleinsavak mintából történő extrakciójával 
kezdődik. A kivont DNS-ből az amplikonszekvenálás ese-
tében a 16S rRNS gén célzott szakaszait specifikus, ún. pri-
mer párokkal kijelölve sokszorosítjuk. A fajazonosítás lé-
nyege, hogy a 16S (riboszóma) RNS-t kódoló gén annyira 
konzervált evolúciós értelemben, hogy variabilitása valós 
evolúciós távolságot jelez, amely a filogenetikai rokonság 
közelségével-távolságával korrelál (15). Fontos limitációja 
a módszernek, hogy az azonosítást szolgáló hipervariá-
bilis szakaszokat az elérhető kitek nem fedik le teljesen, 
ezért eltérő taxonómiai eredményt adhatnak (16). Ezért a 
különböző laboratóriumok más és más metodikákkal ké-
szült mikrobiomleletei egymással nem, vagy csak korláto-
zottan összevethetők.
Az amplikonszekvenálás esetében baktériumfajok azono-
sítására ugyanaz a 16S rRNS génszakasz szolgál. Genetikai 
szerkezete 9 erősen konzervált régióból áll, amelyek uni-
verzális primer kötőhelyként szolgálnak a PCR-amplifikáci-
óhoz, és 9 hipervariábilis régióból, amelyek az azonosítás-
hoz használt jelentős szekvenciadiverzitást tartalmazzák. 
Az azonosítás során a kapott hipervariábilis régió össze-
hasonlításra kerül olyan nagy, nyilvános adatbázisok 16S 
rRNS szekvenciáival, mint a SILVA, az NCBI, a Greengenes 
stb. Fontos azonban, hogy a taxonómiai azonosítás pon-
tossága nagyban függ a használt adatbázis minőségétől és 
teljességétől. Továbbá a jelenleg leggyakrabban használt 
profilalkotási stratégia, a részleges 16S rRNS gének szek-
venálása gyakran nem képes a baktériumok fajszintű taxo-
nómiai megkülönböztetésére, így ez a módszer általában a 
nemzetségszintű osztályozásra korlátozódik. 
Az ún. shotgun módszer esetében kis DNS-fragmenseket 
hoznak létre a kivont DNS-ből, és ezt közvetlenül szek-
venálják válogatás nélkül, majd bioinformatikai algorit-
musok segítségével megfeleltetik egy nagy genetikai 
adatbank adataival, és ez lehetővé teszi nemcsak az S16 
szakasz azonosítását, de bármely tetszőleges funkcióval 
bíró gén azonosítását is.

Utóbbi a génszekvenciák funkcionális annotációja, amely 
két lépésből áll: az első lépés a génpredikció, amely során 
meghatározzák, mely szekvencia kódolhat (részben) fe-
hérjéket; a második lépés a génannotáció, tehát a génpre-
dikció során azonosított szekvenciákat összehasonlítják a 
fehérjecsaládok adatbázisával és annotálják a megfelelő 
család funkciójával. Azonban a génszekvenciák funkci-
onális annotációja arról nem nyújt információt, hogy a 
prediktált gének valóban kifejeződnek-e a vizsgált mintá-
ban. Mivel a shotgun-metagenomika PCR-független, de-
tektálhat akár olyan ritka mikroorganizmusokat, amelyek 
elkerülhetik a célzott amplikonalapú NGS-módszerekkel 
való kimutatást az rRNS génen belüli self-splicingnek kö-
szönhetően (17). A shotgunszekvenálási módszer képes 
a mikroorganizmusok alacsonyabb taxonómiai szinteken 
való, faj- vagy akár törzsszintű megkülönböztetésére is. 
Fontos megjegyezni, hogy a mikroorganizmusok genom-
jának rekonstruálása a kis DNS-fragmensek keverékéből 
nagyon komplex, a szekvenálás felbontásnak optimalizá-
lásához további bioinformatikai fejlesztést igénylő folya-
mat. Különösen a törzsszintű meghatározás folyamán az 
összeállítási algoritmusok számára kihívást jelenthetnek 
az ismétlődő elemek megfelelő beépítése, illetve az olyan 
kis genetikai különbségek, amelyeket nehéz megkülön-
böztetni a tényleges szekvenálási hibáktól (18). 
Mind az amplikonszekvenálási, mind a shotgunszekvená-
lási módszernek vannak előnyei és hátrányai, a módszert 
érdemes annak függvényében kiválasztanunk, hogy mit 
várunk a vizsgálattól. Az amplikonszekvenálás gyorsabb, 
kevésbé komplikált és költséghatékonyabb, ezáltal köny-
nyebben beilleszthető a klinikai rutinba, illetve míg a 
shotgunszekvenáláshoz használt adatbázisok még rela-
tíve újak, az amplikonszekvenáláshoz használtak már ki-
dolgozottak. Ugyanakkor az amplikonszekvenálás során 
– a shotgunmódszerrel ellentétben – esély van az ampli-
fikációból származó adattorzulásra, illetve nem alkalmas 
a megcélzott géneken kívül más gének, illetve gombák, 
vírusok kimutatására. 
A shotgunszekvenálási módszer tehát alkalmas mélyebb, 
akár törzsszintű taxonómiai felbontásra, révén elérhető a 
mintában található génekre vonatkozó információ, gom-
bák és vírusok is kimutathatóak, lehetővé teszi a genomok 
de novo összeállítását, ugyanakkor hátránya, hogy magas 
readszámot igényel, a klasszifikációhoz referenciagenom 
szükséges, és érzékenyebb a host DNS kontaminációra 
(utóbbi a szekvenálási mélység kalibrálásával mérsékel-
hető) (19, 20). 

A mikrobiomlelet értelmezése: a diverzitás 
és a dysbiosis

Egy komplex ökoszisztéma leírása statisztikai módsze-
rekkel lehetséges, ami az orvosi rutingyakorlatban nem 
szokványos fogalmak bevezetését teszi szükségessé. 
Ezeket részleteiben kidolgozták a XX. században az öko-
lógiai és evolúcióbiológiai kutatások során, ezért a mód-
szertana és a matematikai háttere, valamint alkalmazá-
sa és limitációi jól ismertek. A gyakorló orvos számára 
mindazonáltal teljesen ismeretlen területet jelentenek, 
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és mint minden statisztikai módszer, az alkalmazása és 
annak relevanciája függ a kérdésfeltevéstől, amire vá-
laszt várunk. A teljesség igénye nélkül itt az alapfogal-
mak tisztázására vállalkozunk.
Egy ökoszisztéma jellemzésének alapja annak fajösszeté-
tele, más néven fajgazdagsága vagy diverzitása. Egy adott 
populáció diverzitásának matematikai leírása az alfa-di-
verzitás. Ez a fajok számának megadása mellett lehetővé 
teszi a fentiek szerinti bonyolultabb statisztikai elemzése-
ket, amelyek előnyeit és limitációját az adott módszertan 
határozza meg. Alkalmas lehet a populáció „egészségé-
nek”, illetve potenciális sérülésének leírására is. Az esőer-
dők pusztulásának egyik fontos mérőszáma az ott élő élő-
világ fajgazdagságának csökkenése. Sokkoló adat a föld 
biodiverzitásának csökkenésére, hogy az emlősöknek 
csupán 4%-át adják a vadon élő állatok, 60%-át a tenyész-
állatok, 36%-át pedig az emberi faj. Ehhez hasonlóan a 
madarak 70%-a haszonállatként nevelt szárnyas (21). A fa-
jok eltűnése, kihalása mellett tehát nagy jelentősége van 
a megoszlásnak is – nevezetesen hogy egy-egy faj milyen 
mértékben reprezentált. 
A mindennapi gyakorlatban legtöbbet megjelenő index 
a Simpson-score. Ez annak a valószínűségét jelöli, hogy 
egy véges számú egyedből álló populációból véletlensze-
rűen kiemelt 2 egyed azonos taxonhoz tartozó lesz-e. Ez 
a taxonok relatív reprezentációjának (abundancia) súlyo-
zott átlagát jelöli tulajdonképpen. Értéke 0 (tökéletesen 
diverz) és 1 (teljesen egynemű) között változhat, és egy 
valószínűségi értéket reprezentál. Miután a gyakorlatban 
a magasabb számhoz nagyobb diverzitás könnyebben 
érthető, ennek inverz értékét szokták megadni, ahol az 
1-hez közelítve kapjuk a legdiverzebb, a nullához pedig a 
legkevésbé diverz populációt (22).
A Shannon-index ugyanakkor a megoszlás egyenletes-
ségét jelöli (evenness). Fontos limitációját jelenti, hogy 
feltételezi, hogy a mintában az összes taxon reprezentált 
(a minta elemszámát nem veszi figyelembe). Ha ez nem 
teljesül, a prediktív értéke jelentősen csökken, a vizsgált 
minta elemszámának csökkenésével (23).

Az ún. béta-diverzitás különböző populációk összehason-
lításán alapul (pl. a budai és a pilisi természetvédelmi terü-
leten két hasonló fekvésű és méretű rét biodiverzitásának 
összehasonlítása, vagy egypetéjű, de más közegben élő 
ikerpár vastagbélflórájának összehasonlítása). Limitáció-
ját elsősorban a vizsgált populációk kiválasztása és a kér-
dés szempontjából releváns „összevethetősége” adja. A 
különbözőség ugyanis lehet annyira multifaktoriális, hogy 
a vizsgált tényező hatása ebből a szempontból elenyésző 
lehet. A mikrobiomdiagnosztikában ez egy sarkalatos té-
nyező, ugyanis más etnikai hátterű, illetve más fizikai és 
szociális közegben élő emberek összehasonlítása nem 
feltétlenül ad választ egy külső behatás, pl. antibiotikus 
kezelés hatásának vizsgálata során. A gamma-diverzitás 
ugyanakkor a különböző ökoszisztémák összességének 
leírása, pl. a humán mikrobiomatlasz. 
A gyakorlati alkalmazást segíti a diverzitásmutató percen-
tilis skálán történő megjelenítése, ami, megint, kellően 
reprezentatív referencia-adatbázissal a birtokunkban az 
egyedre jellemző értékek összevetését segíti (24).

A funkcionális taxonómia

A fajok filogenetikai osztályozásán túlmutat a funkció sze-
rinti csoportosítás. Ennek lehetőségei szinte beláthatatla-
nok, de a jelenségek komplexitása a gyakorlati alkalma-
zását erősen limitálja. A mikrobiomleleteken megjelenő 
F/B arány egy ilyen mutató, amely a propionát- és butirát-
termelő taxonok egymáshoz viszonyított aránya révén bír 
(újabban már megkérdőjelezett [25]) prediktív értékkel az 
anyagcsere-betegségek, valamint a gyulladásos folyama-
tok kialakulása tekintetében. A mikrobiomdiagnosztika 
hőskorában definiált érték lényege, hogy a Firmicutes és 
Bacteroides törzsek egymáshoz viszonyított aránya korre-
lációt mutatott az elhízás, a diabétesz és a kardiovaszkulá-
ris kockázat alakulásával (26).
Limitációját ugyanakkor egyrészt az adja, hogy számos 
olyan taxon torzítja a képlet számértékét, amely ugyan 
független kockázati tényezőként megjelenhet ezekben 

1. táblázat: Az amplikon- és shotgunszekvenálás összehasonlítása

Faktorok Amplikonszekvenálás Shotgunszekvenálás

Költség Kisebb Nagyobb

Minta előkészítése Hasonló Hasonló

Funkcionális információ Nincs (de a taxonból következhet) Magas, a minta típusától függően változó

Taxonómiai felbontás
Genus (néha faj) függ a megcélzott 
régió(k)tól

Faj (néha törzsek, nukleotid variánsok), 
ha elég mély a szekvenálás

Taxonómiai lefedettség Baktérium és archea Humán, baktérium, archea, gomba és vírus

IT-komplexitás Kisebb Nagyobb

Adatbázis Kialakult, jól gondozott Viszonylag új, még növekvő

Érzékenység humán  
DNS-kontaminációra

Alacsony Magas, a minta típusától függően változó

Torzítás Közepes (primer és régiófüggő)
Alacsonyabb (mérési és interpretációs  
hibák több ponton lehetnek)
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az anyagcsere-rendellenességekben (Prevotella család), 
ugyanakkor taxonómiailag a Bacteroides törzsbe tartoznak, 
tehát matematikailag az arányuk növekedése csökkenti az 
arányszám értékét. Miután szerepük nem obligát patogén, 
tehát intakt barrier mellett gyulladáskeltő hatásuk limitált, 
mégis a kellően nagy elemszámú klinikai tanulmányok sta-
tisztikailag szignifikánsnak mutatták a vizsgált populációk 
vonatkozásában a mérőszámot. Az individuális kockázat-
elemzés során azonban ezt nagyon is figyelembe kell ven-
ni, mert gyakran ad fals negatív értéket. 
A limitáció másik tényezője magának a jelenségnek, a propi-
onáttúlsúlynak a kóroki szerepe. A mikrobiommal foglalko-
zó tudományos ismeretterjesztő leírások visszatérő fordula-
ta a „jó” és a „rossz” baktériumok aránya. Ez is az F/B arányhoz 
vezethető vissza, ami az első származtatott „mikrobiombio-
markerek” egyike volt, még jóval az új generációs szekvená-
lási eljárások elterjedése és a humánmikrobiom-projekt 
publikálása előtt. Ez az egyszerűsítés egy magas kockázatú 
betegpopuláció vizsgálata során prediktív értéket mutatott, 
azonban tudni kell, hogy a magas propionáttermelés és 
magának az ebből következő „inzulinrezisztenciának” (27) 
fontos evolúciós jelentősége volt, és önmagában egyálta-
lán nem kóros jelenség. Az emberi faj a mai tudásunk szerint 
konkrétan ezért élte túl az utolsó jégkorszakot. A medvék 
életciklusában ennek a jelentősége jól megérthető. Nyáron, 
amikor táplálék bőven áll rendelkezésre, a magas propio-
náttúlsúly gátolja, hogy a keringő glükóz az izomszövetben 
hasznosuljon. Az inzulinreceptor mTORc1 mediált blokkolá-
sának evolúciós szerepe van, hogy ez a zsírszövetbe tudjon 
kerülni, és tárolódjon télire, amikor nem áll rendelkezésre a 
megfelelő mennyiségű élelem. Télen ugyanakkor, amikor a 
szervezet át tud állni a lelassult anyagcserére, csökkent agyi 
funkciók (téli álom) mellett a ketogén anyagcsere hetekig, 
hónapokig elegendő táplálékot biztosít a koplalás ideje 
alatt. Ezek a baktériumok és maga a propionáttermelés csak 
attól válik kórossá, hogy sem a zsírszövet hőtermelése, sem 
a télen-nyáron egyformán elérhető folyamatos, bőséges 
táplálékellátás nem teszi lehetővé ennek a tárolt zsírnak 
a felhasználását. Ez utóbbi valójában a kóros jelenség, és 
ennek oka nem a propionáttermelés, hanem a fiziológiás 
hasznosítás hiánya. Evolúciós szempontból nézve tehát, 
vagy állandóan magasabb butiráttermelést kell indukál-
nunk, vagy a propionáttúlsúly esetén ügyelni kell a hőle-
adásra és az időszakos koplalás beiktatására. Nem meglepő 
módon mindkét intervenció hatása klinikai vizsgálatokban 
is az inzulinrezisztencia reverzióját és fogyást, illetve az ala-
csonyabb inzulinszint mellett a diabétesz/elhízás kockázat-
csökkenését eredményezte (28).

A szekvenciaadatok értékelése

Mivel a mikrobiomvizsgálatok hatalmas mennyiségű ada-
tot termelnek, ezek elemzése informatikai eszközökkel 
lehetséges. A jelenlegi amplikonszekvenálás leggyak-
rabban régióspecifikus (V1-V3 vagy V4) ún. „forward” és 
„reverse” primereket használ, és az Illumina MiSeq tech-
nológia által támogatott nukleinsavhosszra támaszkodik 
(2×300 bp), hogy lefedhesse a lehető legtöbb variábilis 
régiót, illetve a lehető legpontosabb legyen. 

Az amplikonszekvenálásból nyert adatok taxonómiai adat-
bázisok segítségével elemezhetőek. A taxonómia hozzá-
rendelhető a szekvenciaadatokhoz olyan machine learning 
módszerekkel, mint a Ribosomal Database Project (RDP) 
Classifier, amely gyorsan és pontosan besorolja a bakteri-
ális 16S rRNS szekvenciákat a Bergey-féle bakteriális rend-
szertan szerint, alkalmas egyetlen rRNS-szekvencia, vagy 
akár több ezer szekvenciát tartalmazó könyvtár elemzésére 
is (29). A taxonómiai hozzárendelés másik módja a népsze-
rű referencia-adatbázisok használata, ilyen a Greengenes 
és a SILVA, amelyek a hozzárendeléshez szükséges felületet 
különböző mikrobiomanalízis-csomagok révén biztosítják. 
Ilyen például a mothur, amely egy számos korábbi eszkö-
zön alapuló, átfogó szoftvercsomag (30), a PyCogent tool-
kit felhasználásával készült „quantitative insights into mic-
robial ecology” (QIIME) (31), illetve a DADA kiterjesztett és 
javított algoritmusú változata, a DADA2, amely modellezi 
és javítja az Illumina-szekvencia amplikonhibáit (32). 
A shotgunszekvenálási adatok legjobb újjáépítési mód-
szerével kapcsolatban még nincs konszenzus. Ez történ-
het de novo, referenciagenomok alapján, amely során 
gyakran a de Bruijn-gráf megközelítést használják, amely 
előnye a hagyományos OLC- (overlap layout consensus) 
gráfokkal szemben az NGS-adatok redundanciájának 
kezelésében és kihasználásában rejlik (33). De novo újjá-
építéshez gyakran használják a MetaVelvet, az IDBAUD, a 
metaSPAdes és a MEGAHIT szoftvereket. 
A referenciavezérelt metagenomikus újjáépítésben (pl. 
MetaCompass) a kontigok rekonstruálásához a szekvená-
lási adatokat referencia-adatbázisokhoz rendelik, ennek 
a módszernek a kritikus pontja a referenciagenomok 
elérhetősége és az adatbázisok minősége. Gyakran a ta-
xonómiai hozzárendeléshez vagy génannotációhoz az 
újjá nem épített metagenomikai adatokból reprezentatív 
vagy megkülönböztető gének readalapú profilozását vég-
zik a referencia-adatbázissal összevetve azokat. A taxonó-
miai tipizálás során hasznosak lehetnek a hasonló DNS-
összetételek vagy nukleotidmintázatok (például egyedi 
k-mer-eloszlások), GC-tartalom vagy génhomológia. Ez-
zel szemben a MetaPhlAn2 például egyedi, kládspecifikus 
markergéneket használ a mikrobiális taxonok megkülön-
böztetéséhez (34).
A mikrobiom taxonómiai összetétele mellett azonosítani 
lehet a különböző mikrobiális populációk közötti funk-
cióbeli különbségeket. A 16S-szekvenálási adatokból, a 
közösségen belüli taxonok relatív eloszlását felhasználva 
megjósolható egy funkcionális profil olyan programokkal, 
mint a PICRUSt vagy a Tax4Fun. Ezek a programok meg-
jósolhatják a géntartalom potenciális funkcionalitását az 
egyes jelen lévő taxonok referenciagenomja alapján. Az 
így nyert adatok megközelítések, hiszen nem veszik figye-
lembe a tényleges fehérjeexpressziót, és nagyban függ-
nek a referenciagenomoktól és annotációiktól. 
A shotgunszekvenálás eredményei is lehetővé teszik a 
funkcionális analízist: a metagenom újjáépítése után olyan 
eszközök végeznek génpredikciókat, mint például a Meta-
GeneMark és a Glimmer-MG. A kódoló gén azonosítása után 
funkcionális annotációt végeznek fehérjeszekvenia-homo-
lógián alapuló keresésekkel (UBLAST- és USEARCH-alapúak) 
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ortológ (pl. EggNOG), enzim- (KEGG) vagy fehérjedomén-
adatbázisokkal (Pfam, TIGRFAMs, InterPro) szemben. 
A legnagyobb kihívást a leletek értékelésében ez a meto-
dikai heterogenitás és az abból fakadó interpretációs kü-
lönbségek jelentik. Maguk a szekvenciamérések génekkel 
történő beazonosítását végző szoftverek, illetve a mérés 
módszertanának különbözősége kódolja az eltérő értel-
mezést, akárcsak egy Celsius- vagy Fahrenheit-hőmérő 
esetén, csak több száz változó paraméter és származta-
tott statisztikai mérőszám révén. Ez az oka annak, hogy 
az egyes laborok adatai nem összevethetők a reportok 
alapján, csak az eredeti szekvenciaadatok újraértékelése 
révén. Ennek megfelelően a mérést végző labor módszer-
tanával az interpretációt végző szakembernek vagy team-
nek tisztában kell lennie, illetve gyakorlatot kell szereznie 
azok differenciáldiagnosztikai pontosságában, limitáci-
óiban egyaránt. A származtatott statisztikai módszerek 
összehasonlítása is problémás ennek megfelelően, hiszen 
a mikrobiomadatok potenciálisan több ezer taxonómiai 
egységet tartalmazhatnak, illetve különbségek vannak a 
szekvenálási mélységben is (35, 36).

A mikrobiomvizsgálat indikációja,  
a mikrobiomteamek és a betegtájékoztatás 
szerepe

A klinikai gyakorlatban a mikrobiomdiagnosztika első lé-
pése a vizsgálat indikációjának meghatározása, amelyet 
(ma Magyarországon) leggyakrabban gasztroenterológus 
szakorvos kezdeményez. Nemzetközi szinten ugyanakkor 
már ma is sokkal szélesebb a paletta, és főként neuroló-
giai, pszichiátriai, onkológiai és immunológiai területen 
kezd elterjedni a napi klinikai gyakorlatban (37). 
A mikrobiomsérülés jellegéből fakadóan a kivizsgálás a pa-
togén „góc” azonosítását célozza meg, illetve azokat a vizs-
gálatokat, amelyek a biológiai barrierek állapotára adnak 
információt. Ez utóbbiak definiálják a gazdaszervezet-mik-
robiom interakció jellegét és intenzitását. Természetesen 
szükség van emellett azokra a specifikus labor-, képalkotó 
és egyéb rutinvizsgálatokra, amelyek a beteg klinikuma ál-
tal kijelölt terápiás döntéshozatalt segítik. A kiindulópont 
azonban minden esetben a konkrét klinikai probléma és 
annak kóroktana, valamint terápiás opciói. Minden, a be-
tegen végzett diagnosztika célja a terápiás opciók közötti 
választás, ezért a differenciáldiagnosztikai kérdés feltevését 
is ezek a terápiás opciók kell hogy vezessék.
A megfelelően és a megfelelő időben vett minta elem-
zése után az interpretáció már interdiszciplináris mun-
ka, amelyben a mikrobiomtesztek értékelésében járatos 

gasztroenterológus, molekuláris biológus, mikrobioló-
gus, dietetikus, illetve egyéb klinikai szakorvos is (pl. ne-
urológus, onkológus, immunológus stb.) részt vesz. A 
team feladata a terápiás terv összeállítása – az esetleges 
antibiotikus kezelés, a táplálásterápia tervezése vagy (rit-
ka esetben) széklet-transzplantáció engedélyeztetése. A 
megvalósításban kiemelt szerepe van a regenerációs mik-
robiomdiétában jártas dietetikusnak.
A mikrobiomkutatás óriási információs robbanást hozott, 
és hoz ma is naponta a medicinában, amit gyakorló or-
vosként szinte lehetetlen naprakészen tartani. A beteg 
gyógyításáért felelős szakorvosként azonban mód van a 
ma már hazánkban is elindult diagnosztikai laborokkal 
partnerségben ezeket az interdiszciplináris teameket ki-
alakítani, ahol a szükséges emberi és technológiai kapa-
citások elérhetők. 
Fontos ugyanakkor tájékoztatunk a betegeket, hogy a saját 
olvasmányélményei alapján az interneten „tesztek formá-
jában vásárolt remény” kis eséllyel hozza meg a várt ered-
ményt. Mind a tesztek indikációját, mind a kiértékelést az 
adott betegség kezelésében jártas szakorvosnak kell ösz-
szefognia, és ennek kiindulópontja a beteg klinikai problé-
mája kell hogy legyen. Ökölszabályként elmondható, hogy 
a mikrobiomteamben a beteg kezeléséért az a klinikai 
diszciplína felel elsődlegesen, amelyik a kezelési rutinpro-
tokollok keretében az ellátást végezné. Az új kóroktani és 
patofiziológiai szemlélet, molekuláris biológiai tudás ezt az 
evidenciákon alapuló tapasztalatot egészíti ki. 
A mikrobiominterpretációt ennek ismeretében és a ke-
zelőorvossal teammunka keretében kell elvégezni, és a 
szolgáltatások árazásában az onkológiai (nemzetközi) 
gyakorlatnak megfelelően megjeleníteni (38). Ahogy a 
daganatos megbetegedések esetében a diagnosztika és 
a kezelés egyre komplexebb feladattá vált, interdiszcipli-
náris teamek vették át a diagnosztika és a terápiatervezés 
komplex feladatát. A megoldás az onkoteam létrehozása 
volt, ami képessé tette a beteg ellátásában szerepet játszó 
orvoscsoportot a feladat leghatékonyabb végrehajtására. 
Minden komplexitás és szervezési feladat ellenére a mo-
lekuláris medicina valós forradalmat hozott az ezredfor-
dulót követő évtizedekben, és ez a folyamat nem lassulni, 
hanem tovább gyorsulni látszik. Az internet által bizto-
sított konstans nyilvánosság megváltoztatja a klasszikus 
orvos-beteg viszonyt, ha tetszik, ha nem. A betegek infor-
mációéhségét ki kell szolgálnunk, nem megtiltani, hogy 
tájékozódjanak az interneten. A tájékoztatás fárasztó, idő- 
és költségigényes feladat, de csak ez biztosíthatja a páci-
ensek együttműködését a felkészült szakmai teamekkel, 
ami végső soron mindannyiunk érdeke.
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