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OSSZEFOGLALAS

A szerz8k jelen tanulmanyukban egy allatorvosi példan keresztll mutatjak be
a metagenomikai vizsgalatok fontosabb |épéseit. A bioinformatika terlletén
olyan Uj eljarasok kerllnek alkalmazasra, amelyek kordbban kivitelezhetetlen
vizsgalati lehetdségeket nyUjtanak orvosbioldgiai kérdések megvalaszolasaban.
igy a magasabb rend{ szervezetekben él8 mikroorganizmusok fajosszetételére
vonatkozd kutatasokban a metagenomika segitheti az ismeretek gyarapitasat. A
modszer fébb elemei mellett az olvasd betekintést kap a sertésdizentéria klini-
kai tUneteit mutatd allatok vastagbél-tartalmaban jelen 1évd baktériumok, viru-
sok taxon-részaranyaiba is.

SUMMARY

Background: In our age, the information society, the computer based technol-
ogies, including the data analytical procedures are parts of each site of the life.
Bioinformatics provides approaches for the knowledge gathering and update
which were not imaginable two decades ago. Metagenomics is the area of bioin-
formatics which helps improve our knowledge about the composition of micro-
bial species in the production or companion animals, human being or environ-
ment.

Objectives: The present work describes the main steps of a metagenomics
analysis. As an example, the metagenomics investigation of swine dysentery as
an important animal disease is shown.

Materials and methods: From three clinically diseased fattening pigs intes-
tinal contents were sampled from three different sections of the gut (i.e. cae-
cum, colon and rectum). All DNA was extracted from the samples, thereafter
sequenced by next generation sequencing technology. The produced 1,782,466
reads were pooled and analysed. The reads were aligned to archea, bacteria and
virus genome databases by the Kraken bioinformatics tool. The results of the
alignments were visualized by the tool Krona.

Results and Discussion: The presented case study helps the reader under-
stand how metagenomics studies work and provide new professional knowledge
on the microbiome of selected organs in different creatures. The proportions
of the different taxa allow to have an insight to the microbial communities of
the gut in the diseased animals. Beside this, a short review is presented to
demonstrate the application possibilities of metagenomics in the field of ani-
mal health. Bioinformatics is an emerging area and it is very important to have
knowledge —clinicians and researchers as well - about the methods, their pos-
sible results and the limitations. This work provides a simple introduction to
metagenomics in the language of veterinarians.
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Altalanosan ismert, hogy az dsszetett szervezetekben, igy az emberben és
a haziallatokban is nagyszam( mikroorganizmus él. Ezek egy része hasznara
van a gazdaszervezetnek, méasok a karara (3). A szervezetben é18 mikroorga-
nizmusok dsszességét mikrobiétdnak (microbiota) nevezzik. Az utébbi évti-
zedben a mikrobidtak Osszetételének, valtozasanak, ill. a gazdaszervezetre
gyakorolt hatasanak megismerésében alapvetéen (j megkodzelités, a meta-
genomika (metagenomics) terjed egyre nagyobb kdrben. Mig a hagyomanyos
mikrobioldgiai, immunoldgiai vizsgalati mddszerekkel adott mikroorganizmu-
sok jelenlétére célzottan lehet vizsgalatokat végezni, addig a metagenomika
lehetéséget nyUjt az adott mintaban 1évS 6sszes ismert organizmus jelenlé-
tének egyidejl kimutatadsara. A megkozelités lényege, hogy nem a mikrobi-
Otat alkotd organizmusokat, hanem azok DNS-ét, RNS-ét hasznéalja fel. Ezal-
tal tulajdonképpen nem kozvetlenil a mikrobiétat, hanem azok genomjainak
dsszességét, az Gn. mikrobiomot (microbiome) vizsgalja. A mikrobiomon belUl
megkulonboztetnek bakteriomot, viromot, mycobiomot stb. A minta min-
den Osszetevdjének genomjat dsszefoglaldan metagenomnak (metagenome)
nevezzik, ami a mikrobiomon kivil tartalmazhatja pl. a minta forrasaul szol-
galé gazdaszervezet genomjat is.

A kovetkez8kben egy allatorvosi szempontbdl érdekes eseten keresztil mutat-
juk be egy metagenom-vizsgalat f6bb |épéseit, ill. eredményeit. Ezt kdvetben
egy rovid irodalmi attekintésben dsszefoglalunk néhéany, az allatok egyes szer-
veinek, szervrendszereinek mikrobiomjara vonatkozé eredményt.

A sertésdizentéria nagy gazdasagi karokat okozé betegség, amelynek kialaku-
lasdban szamos fertéz6 és nem fertdz4 ok jatszik szerepet. A betegség elbidé-
zésében a Brachyspira hyodysenteriae baktériumnak tulajdonitjak a fészerepet.
Azonban sajat tapasztalatokbdl is tudjuk, hogy mig Brachyspira hyodysenteriae
szintenyészettel adott esetben nem lehet el8idézni a betegséget fogékony
dllatokban, addig ugyanolyan hajlamositd tényezdknek kitett sertésekben a
dizentéria klinikai tUneteit mutatd egyedek bélsaraval per os megfertézve a
kérkép kialakithatd (1). Ezért feltételezhetd, hogy a betegség kialakuldasdhoz
a dominans kérokozé mellett valamilyen mikroorganizmus-egylttes jelenléte
szikséges.

Az alabb bemutatott vizsgalat célja az volt, hogy dizentérias sertések vas-
tagbéltartalmanak mikrobidtajara vonatkozban ismereteket szerezzink.
A fentiekben leirtak szerint a klasszikus mikrobioldgiai, immunoldgiai médsze-
rekkel a mikrobidta kozvetlen, teljes leirasa nem kivitelezhetd, igy a mikrobiom
vizsgalataval kozelitjuk meg a kérdést.

Egy tartasi helyrdl szarmazd, a sertésdizentéria klinikai tineteit mutatd harom
hizésertésbdl kérboncolds sordn a vastagbél hdrom szakaszabdl (colon, cae-
cum, rectum) kilon-kilon béltartalom-mintat vettink.

A béltartalom-mintak mindegyikébdl kulon-kilon kivontuk a bennuk 1évd
DNS-t (1/A. dbra). Ezek a DNS-mintak tartalmazzak a sertés sajat genomjanak
részeit (pl. bélnamsejtekbdl), a takarmanynovényekbdl szarmazd DNS-t, vala-
mint a bélben |év8 mikroorganizmusok (virusok, baktériumok, egysejtl euka-
riotak) DNS-ét. A mintaban 1év6 DNS-szalak valtozé hosszlsaglak, de nagy
részik tobb tizezer, tobb millié bazis mérettartomanyba esik.

Ezeket a hossz( szalakat a feldarabolds folyamata soradn restrikciés enzi-
mekkel kisebb darabokra (ezres nagysagrend( bazisszam) tortik (1/B. dbra).
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1. ABRA. A metagenom-elemzés folyamatdnak vdzlata
FIGURE 1. The workflow of the metagenome analysis
TABLAZAT. A mintdnként leolvasott szekvencidk leiré adatai

TABLE. Descriptives of the reads by samples

caecum 201 319
i colon 159 894
rectum 183 678
caecum 210 288
2. colon 198 226
rectum 194 149
caecum 220724
el colon 203 885
rectum 210 303
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A darabolas a kiindulasi DNS véletlenszer(
pontjain torténik, ezért kis valdszinl-
séggel fordulhat elé az, hogy ugyanazon
DNS-szekvencia tobb példanyanal is azo-
nos pontokon torténjen a tordelés.

A igy létrejott, rovidebb DNS-szakaszok
nukleotid-sorrendjét nagy lefedettséggel
meghataroztuk Uj-generaciés szekvenald
platformon (1/C. dbra). A szekvenalds soran
a DNS-szekvencia meghatarozasa bazisrol
bazisra, az alkalmazott technoldgiatdl fug-
gben 50-t8l tobb szaz bazis hosszUsagban
térténik, de fontos megjegyezni, hogy nem
a DNS-darabok teljes hosszaban. A szekven-
cia-meghatarozas soran a bazisok beazono-
sitasa és digitalizacidja kilonb6z6 mddokon
torténhet, az egyik ilyen pl. az 1/C. abran jel-
zett bazisspecifikus szinreakcio.

Az igy meghatarozott DNS-darabok digi-
talis megfelelGje a leolvasott szekvencia
(read). A szekvenalds eredményeként tobb
szazezer, tobb millié digitalizalt szekven-
ciat kapunk. A feldarabolas soran emlitett
véletlen pontokon valdé hasitas eredménye-
ként ugyanazon DNS-szakaszrél is eltérd
kezd8pontd, gy legalabbis részben eltérd
digitalis szekvencia generaldodik. Ennek - az
an. shotgun-szekvendldsi (2) megkdzelités-
nek - koszonhet8en, ha megfeleléen nagy
szamu digitalis szekvenciat olvasunk le egy
kiindulasi DNS-szakaszrdol, akkor ezekkel a
rovidebb szakaszokkal annak teljes szekven-
ciajat le lehet fedni.

A metagenomikai vizsgalatokban az itt
bemutatott shotgun-szekvenaldas mellett
gyakran alkalmaznak célzott (targeted) régi-
Okra alapozott mintafeldolgozast is. Ennek
sordn nem a minta teljes nukleinsav-tar-
talmat szekvenaljak, hanem csak valamely
célzottan kiszdrt részét. Ilyen pl. az un. 16S

182 36 640 058
170 27 181 980
176 32 327 328
185 38 903 280
179 35482 454
174 33781926
183 40 392 492
180 36 699 300

180 37 854 540
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2. ABRA. A hdrom sertésbéltartalombeli bakteriom 6sszetevdinek
térzs- és osztdlyszint( részardnya

FIGURE 2. Phylum and class level proportions of the bacteriome
for intestinal contents of the three pigs

Lactobacillus amylovorys
actobacillales

[solell1edo1e

3. ABRA. A hdrom sertésbéltartalom-beli bakteriomban a Lactoba-
cillales rend tagjainak nemzetség- és fajszintl részardnya

FIGURE 3. Genus and species level proportions of the Lactobacil-
lales order for intestinal contents of the three pigs
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rRNS-gén szekvenaldsan alapulé bakteriom
vizsgalatat szolgalé megkdzelités.

A metagenomikai vizsgalat folyamatanak
eddig bemutatott laboratdériumi (wet lab) sza-
kaszat a bioinformatikai adatfeldolgozéas kdveti
(bioinformatics). Ennek alapjat képezik a minta-
inkbdl generalt digitalis szekvenciak, amelyek-
nek egyedenkénti és bélszakaszonkénti darab-
szamat mutatja be a Tabldzat.

A tovabbiakban a harom sertés harom bél-
szakaszabdl szarmazé osszes (1 782 466 db)
digitalis szekvenciat egyutt kezeltlk.

A vizsgalat targyat jelentd minta altalaban
- ahogy esetlinkben is — nem pusztan a mik-
robiéta genomjat tartalmazza, hanem ,kor-
nyezeti” genomokat is, pl. béltartalom esetén
tartalmazza a takarmany osszetevdinek gene-
tikai anyagat, és a gazda sajat genomrészle-
teit is. Ez utdébbiak a vizsgalat szempontjabdl
szennyez3désnek tekintenddk, és a tovabbi
elemzésekbdl célszerl kihagyni. A folyamatnak
ezen a pontjan azonban még nem tudjuk, hogy
mely digitalis szekvencidk lehetnek ,szeny-
nyez8k”, és melyek a mikrobiétahoz tartozok.
Ennek megallapitasara az Osszes digitalis
szekvenciat illesztettlk a ,szennyezd” organiz-
musok - esetlnkben a sertés és pl. a kukorica
- referencia-genomjara. A referencia-genom
az adott organizmus genetikai allomanyanak
jelenleg ismert bazissorrendje. Az ismert gen-
omok referencia-szekvenciai kilonb6z8 adat-
bazisokbdl szerezheték be, a ,szennyezd” gen-
omok szekvenciait az amerikai National Center
for Biotechnology Information (NCBI) RefSeg-
genom gydjteményébdl (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.
gov/genomes/) toltottik le. Az illesztés soran
aztvizsgaltuk, hogy valamely digitalis szekven-
cia railleszthetl-e valahol a referencia-genom
szekvenciajara, amely |épéshez a BWA szoft-
vert (9) hasznéaltuk.

A metagenomikai vizsgalatunk kovetkezd
lépéseiben mar csak a ,szennyez4” genomokra
nem illeszkedd digitalis szekvenciakat hasznal-
tuk. Ezeket a Kraken nev( szoftverrel (21) illesz-
tettik az 6sszes archea- (§sbaktérium), bakté-
rium-, és virusgenomra, amelyek 2017. oktdober
18-an elérhetdk voltak az NCBI RefSeg-gen-
omgyljteményében. Ennek az illesztésnek az
eredménye alapjan osszeszamoltuk, hogy az
egyes genomszekvenciakra hany darab digitalis
szekvencia illett r4. Az igy |étrejott tablazatbdl
kihagytuk azokat a fajokat, amelyeknek gen-
omjara nem illett ra egyetlen digitalis szekven-
cia sem. A talalattal biré6 genomok kozul azok,



Caudovirales

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2018. JULIUS

amelyekre tobb digitalis szekvencia illeszke-
dett, nagyobb szdmban fordultak el a min-
taban, mig, amelyekre kevesebb, azok kisebb
szamban. Erre alapozva a sertésbélben elbfor-
duld fajok részardnydt szamszerUsithetjik, de
nem fogalmazhatunk meg megalapozott alli-
tast a mennyiséglkre vonatkozdan. A mikrobio-
mot alkotd fajokat klUlonbozd taxondmiai szin-
teken szokas Osszesiteni, ennek abrazolasara a
Krona szoftvert (14) hasznéaltuk.

EREDMENYEK

Az elemzési folyamat soran az Osszes digita-
lis szekvencia 94,5%-a bizonyult ,szennyezd-
'%ge nek”, vagyis nem a mikrobiomhoz tartozénak,

% "%011 a tovabbi eredményeket a leolvasdsok fennma-
3 S rad6 5,5%-a alapjan becsultlk.
%‘ A harom sertés vastagbelébdl szarmazd
- minta tartalmanak metagenomikai elemzési
4. ABRA. A hdrom sertésbéltartalombeli virom 6sszetevdinek rész- eredményeibll mutat be harom részletet a

ardnyai

2-4. dbra.
A bakteriom Osszetevdinek torzs- és osz-

FIGURE 4. Taxon proportions of the virome for intestinal contents talyszint( részaranyait mutatja be a 2. dbra.

of the three pigs

Részletesen jellemezték
a beteg sertések vas-
tagbelének bakteriom-
jat és viromjat

A metagenomika
szdmos esetben
felhasznalhato a
mikrobiom
jellemzésére

A leolvasott szekvencidk baktériumok refe-
rencia-szekvenciaira illesztésének rendszintd
elemzése azt mutatta, hogy a legnagyobb
gyakorisaggal (47,4%) a Lactobacillales rendhez tartozé fajok vannak jelen a
béltartalomban. Ennek a rendnek a nemzetség- és fajszintl részaranyai lat-
hatok a 3. dbrdn. Az 1%-o0s jelenlétet meghaladé baktériumrendek részaranyuk
szerinti csdkkend sorrendben a kdvetkezdk: Veillonellales (14,8%), Clostridiales
(13,4%), Bacteroidales (7,3%), Erysipelotrichales (4,6%), Enterobacterales (3,5%),
Chlamydiales (1,7%), Spirochaetales (1,5%). A betegség kialakitdsaban kézponti
szereppel bird Brachyspira hyodysenteriae ez utdbbi, legkisebb részaranyt kép-
visel6 rendbe tartozik.
Bar a betegség kialakitasaban virusoknak nem tulajdonitanak szerepet, a
viromra vonatkozd eredményeket is bemutatunk a 4. dbrdn, amely azt jelzi,
hogy annak jelentds része a bakteriofagokbdl szarmazik.

MEGBESZELES

Az eredmények alapjan betekintést kaptunk a sertésdizentéria jellemzd kli-
nikai tUneteit mutaté harom egyed vastagbelében taldlhatd mikrobiomra
vonatkozdan. Szamos metagenomikai vizsgalatban a mikrobiom ilyen médon
valé leirdsa a cél. HoLMAN és mtsai tobb metagenomikai tanulmany adatainak
felhasznalasaval végeztek metaanalizist a sertések kdozdsnek tekinthetd mik-
robiomjanak dsszefoglalasa céljabdl (4, 6). A haziallatok egyes szervrendszeri
mikrobiomjanak vizsgalata mellett a fertdzéseket kozvetitd vektorokban (pl.
kullancsok, szinyogok) eléforduld mikroorganizmusok lefrdsat célzé metagen-
omikai kutatdsok szintén fontos ismereteket nyUjtanak. NARASIMHAN és FIKRIG
széleskorl irodalmi attekintésikben azt a reményt fogalmazzak meg, hogy a
kullancsok mikrobiomjanak megismerése jelentls elbrelépés lehet a kdroko-
z6-terjesztéslk megértésében (13). Hasonld leirdst mutattak be tobbek kozott
DuGuUMA és mtsai (5), MUTURI és mtsai csip&szinyogok bélrendszerének mikro-
biomjara vonatkozéan (11).
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A metagenomikai vizsgalatok masik tipusanak tekintheté az a megkoze-
lités, amikor valamilyen szempontbél (pl. kezelés, életkor) eltéré kondicidju
csoportok mikrobiomjat hasonlitjak 6ssze. WIRTH és mtsai arrél szamoltak be,
hogy streptozotocinnal patkdnyokban kivaltott cukorbetegség milyen valtoza-
sokat idéz el8 a bél mikrobiomjaban (20).

Probiotikumoknak a bél mikrobidtajara gyakorolt kedvezd hatasara vonatko-
zban az allattartdsban vannak gyakorlati tapasztalatok, azonban a mikrobid-
tadban bekodvetkezd valtozasokrél a hagyomanyos mikrobiolégiai eszkozokkel
nehéz atfogd ismereteket szerezni. Tébbek k6zott Kim és mtsai metagenomi-
kai vizsgalata ad részletes képet probiotikumoknak a ndvendék sertések bél-
mikrobidétajaban bekdvetkezd fajosszetétel-valtozasardl (7). SIEGERSTETTER é€s
mtsai azt mutattak be, hogy a fel nem vett takarmdny (Residual Feed Intake,
RFI) mennyisége milyen valtozasokat eredményez brojlercsirkék mikrobié-
tdjaban (16). Lu és mtsai azt taldltak, hogy sertések bélsar-mikrobidtajanak
valtozékonysagabdl j6l becslilhetd a hizlalds hatékonysaga (hatszalonna-vas-
tagsag, napi testtdmeg-gyarapodas), igy hasznos indikdtorként kezelhetd a
termelésben (10). Azaz a bélsadr-mikrobidta valtozékonysadganak mérése akar
a precizids dllattartds eszkdztaradba is beemelhetd gyakorlati eszkozzé valhat
(8).

A metagenomikai vizsgalatokat is lehetévé tevd Ujgeneracidés szekven-
dlasra (Next Generation Sequencing, NGS) épulé megkozelitések az orvos-
bioldgiai kutatasokban egészen (j tavlatokat nyitnak, és szamos terlleten
mar paradigmaformalé eredményekhez vezetnek (17, 18, 19). A metagenomi-
kai kutatasok jelentésen gyarapitjak tudasunkat az allattartas és az allate-
gészséglgy szempontjabdl fontos terlleteken is. Ugyanakkor az Gj eredmé-
nyeket kelld szakmai mértékletességgel kell fogadni és beilleszteni korabbi
ismereteink kozé. Ez nyilvanvaléan tudomanyos vitdkat eredményez, ahogy
RAINARD munkaja is példazza a kérddzdk tégygyulladasanak oktanat meg-
fogalmazé Gj ,mammary microbiota’-elmélet kapcsadn (15). A természet-
tudomaéanyos modellekbe vetett hitlink alapjan reméljuk, hogy azok egyre
jobban és jobban irjdk le a természet szabalyait, igy az Uj nagy atereszté-
képességl technoldégiadk (pl. NGS) is ismereteink pontositdsat segitik. Fon-
tos megjegyezni azonban azt, hogy ezen a terlleten az informacidtech-
nolégiai ismeretek (és gyakorlat) nélkil nem lehet eredményeket elérni.
A nemzetkozi és hazai tapasztalatok alapjan az is latszik, hogy az az optima-
lis, ha ezekkel az ismeretekkel a kutatasi terllet szakemberei, vagyis orvosok,
allatorvosok, gybégyszerészek rendelkeznek. Emiatt fontos, hogy az allator-
vosképzésben az ez iranyl elméleti és gyakorlati képzés jelen legyen (12).

A vizsgéalatok a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Karanak KK-UK-
2014. palyazati tamogatasaval valdésultak meg.
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THELAZIA CALLIPAEDA OKOZTA FERTOZES KUTYAKBAN ES MACSKABAN MAGYARORSZAGON

Farkas R, Takacs N, Gyurkovszky M, Henszelmann N, Kisgergely J, Balka Gy, Solymosi N, Vass A. Parasites and
Vectors 2018. 8;11(1):338. (szabadon hozzaférhetd)

Eurépaban a Thelazia callipaeda okozta elsé fertézéseket olaszorszagi kutyak szemében figyelték meg harom
évtizeddel ezelbtt. AzOta tobb nyugat eurdpai orszag hazi és vadon é16 hlsevdiben, valamint néhany ottani
emberben is megallapitottak a muslicak kozé tartozé kétszarnyl altal kozvetitett féregfertdzést. Az elmdlt
években kutya, réka, macska és ember autochton jellegl thelaziozisat irtak le Kelet-Eurépaban is. Az elsé T.
callipaeda fertGzéseket Szlovakia és Magyarorszag keleti, ill. déli terlletein éI6 kutyakban figyelték meg. A
szerz8k 6sszesen 116, fehér szind férget (kutyadnként 1-37 db, atlag 7, a macskadban 7 db) taldltak 10 kutya és
egy macska egy, vagy mindkét szemének kotéhartyazsakjaban és/vagy harmadik szemhéja alatt. Morfolégiai
és molekuléris bioldgiai vizsgalattal minden esetben T. callipaeda okozta a szemférgességet allapitottak meg.
A mitokondrialis citokroém oxidéaz 1-es alegység génjének nukleotidszekvenciaja alapjan valamennyi esetben
a T. callipaeda 1-es haplotipusa fordult eld. A fertézott allatok nem volt kilféldon, ezért az eseteket autoch-
ton fertdzéseknek lehet tekinteni. A kdzlemény az elsé macskat, ill. 10 kutyat érinté thelaziozisrél szamol be.
Tovabbi kutatdsok szlkségesek annak felderitésére, hogy a vadon él8 hlasevdk (réka, arany sakal) mennyiben
tolthetnek be rezervoarszerepet a parazitdzis hazai eléfordulasaban.



