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Crevesna mikrobiota ima v €love§kem prebavnem traktu pomembno vlogo. Omogo¢a di-
namicen odnos z gostiteljem, pomaga ohranjati homeostazo epitelijskih celic, vpliva na
pridobivanje hranil in uravnavanje energije, fizi¢no preprecuje kolonizacijo povrSine ¢re-
vesa s patogenimi mikroorganizmi in sodeluje pri proizvodnji vitaminov ter kratkih ve-
rig mas&obnih kislin. Crevesno mikrobioto poleg gliv, arhej in virusov v ve¢ini sestavlja
3 x 10'3 bakterij, ki jih uvr§€amo v vsaj tiso€ razli¢nih bakterijskih vrst. Sestavo mikro-
biote in njeno vlogo v €revesju lahko opredeljujemo s Stevilnimi metodami, ki se razliku-
jejo v locljivosti. Uporabnost rezultatov, ki jih dobimo, je tako odvisna od izbrane metode.
Z nekaterimi metodami lahko le relativno primerjamo sestavo mikrobiote v razli¢nih vzorcih,
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druge nam do dolo¢ene mere omogocajo popis sestave mikrobiote (mikromreZe, sekven-
ciranje pomnoZkov genov za 16S ribosomsko RNA, sekvenciranje metagenoma) in kot
nadgradnja temu: z nekaterimi opredelimo tudi dejavnost posameznih predstavnikov ¢re-
vesne mikrobiote (mikromreZe transkriptov, sekvenciranje metatranskriptoma), ki se odraza
v aktiviranju genov za dolocen proces. IzkaZe se, da se linearno s $irSo uporabnostjo me-
tode oz. z veCanjem obsega rezultatov povecujejo tudi stroski analize. Opisani so primeri
metod za posamezen nacin opredeljevanja crevesne mikrobiote, izpostavljene so njiho-
ve pozitivne ter negativne lastnosti in uporabnost teh metod. Taksonomska klasifikacija
in popis funkcionalnih genov pa med seboj niso povezani (determinacijski koeficient < 0,3).
Prav tako razli¢ne taksonomske ravni dajo razli¢ne slike odnosov med vzorci. Majhne raz-
like v taksonomskem popisu so nekonsistentne, saj so za njihov popis potrebovali veli-
ke kohorte (Stevilo preiskovancev > 2.000). Nasprotno pa lahko na ravni metabolomov
enostavno lo¢imo razli¢ne skupine, ki jih z uporabo popisa mikrobioma ne moremo.

ABSTRACT

KEY WORDS: 16S ribosomal ribonucleic acid, metagenomics, metabolomics, biocinformatics, personalized
medicine

Intestinal microbiota plays an important role in the human gastrointestinal tract. It en-
ables dynamic relationship with the host, helps maintain homeostasis of epithelial cells,
affects the acquisition of nutrients and regulation of energy, physically prevents the co-
lonization of the intestine surface by pathogenic microorganisms and it is involved in
the production of vitamins along with short chain fatty. Human intestinal microbiota,
in addition to the fungi, archaea, and viruses, consists of 3 x 10'® bacteria, which are clas-
sified into at least a thousand different bacterial species. The composition of the micro-
biota and its role in the gut can be defined using different methods with very different
resolutions. Applicability of the obtained results thus depends on the method chosen.
With some methods one can only relatively compare the composition of the microbiota
in different samples others allow us to some extent absolute description of the micro-
biota composition (microarrays, amplicon sequencing of 16S ribosomal RNA genes, me-
tagenome sequencing) and as an upgrade to that some methods made it possible to define
the activity of individual microbes (microarrays, metatranscriptome sequencing), which
is reflected in the activation of genes for a specific process. It turns out that linearly with
the broader applicability of the methods, the cost of analysis expands. Here we descri-
be methods of defining the human intestinal microbiota and expose positive and nega-
tive features of their usability. Taxonomic classification and the list of functional genes
are not well correlated (coefficient of determination < 0.3). Also, different taxonomic le-
vels give different images of the relationship between samples. The small differences in
the taxonomic inventory are inconsistent since they needed large cohorts for their deli-
neation (sample size > 2,000). On the other hand, at the level of the metabolites, we can
easily distinguish between different groups that could not be separated by microbiome
analysis.
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Glede na do sedaj zbrane podatke ima cre-
vesna mikrobiota klju¢no vlogo pri ohranjan-
ju zdravja ljudi. UdeleZena je pri oblikovan-
ju homeostaze epitelijskih celic, omogoca
proizvodnjo vitaminov in fizi¢no onemo-
goca razrast patogenih mikroorganizmov
(1, 2). Za laZjo opredelitev vloge ¢revesne
mikrobiote je treba opredeliti njeno sesta-
vo v €revesju zdravega ¢loveka. To je cilj ra-
ziskav v okviru projektov Cloveski mikro-
biom in MetaHIT (Metagenomics of the
Human Intestinal Tract) (3, 4). Vec kot 90 %
vseh bakterijskih vrst v €revesni mikrobio-
ti spada v le dve bakterijski debli, to sta Bac-
teroidetes in Firmicutes (4). Nato sledita debli
Proteobacteria in Actinobacteria ter v manj-
Sem deleZu debla Fusobacteria, Verrucomi-
crobia in Cyanobacteria (5). Kaj lahko pove-
mo o sestavi ali pa dejavnosti mikrobiote
v preiskovanem vzorcu, je odvisno od izbra-
ne metode. Z razlicnimi metodami lahko:
+ primerjamo sestavo mikrobiote med raz-
liénimi vzorci,
« opredelimo, kateri mikrobi sestavljajo mi-
krobioto in kak3na so razmerja med njimi,
« ugotovimo, kakSen je presnovni potencial
mikrobov z njihovimi nabori genov in
medsebojno soodvisnostjo in
« preucimo, kak3na je njihova presnovna
vloga oz. kaj pravzaprav pocnejo v trenut-
ku odvzema vzorca.

V tej smeri nara$ca tudi nedorecenost me-
tod, saj za merjenje dejavnosti in situ ne ob-
stajajo metode za merjenje velikega Stevila
VZOICev.

METODE OPREDELJEVANJA
KOMPLEKSNOSTI MIKROBNE
ZDRUZBE

Poznamo vec metod za opredelitev ¢reve-
sne mikrobiote, ki jih v grobem delimo na
tradicionalne in molekularne. Med tradicio-
nalne metode Stejemo tiste, ki vkljucujejo
gojenje. Primer tak$nih metod sta Stetje ko-
lonij na trdnem (selektivnem) gojiscu in me-

toda najverjetnejSega Stevila celic. Poleg
tega, da moramo pri delu poznati rastne
zahteve mikroorganizma, ki ga gojimo, je
glavna slabost teh metod anomalija Stevnih
plo3¢ (angl. great plate count anomaly). Na
vseh prisotnih celic v mikrobnem vzorcu,
odvisno od vzorca (6). Zaradi tega danes pri
ugotavljanju sestave mikrobiote in Stevila
posameznih mikrobov v prebavnem traktu
uporabljamo razli¢ne molekularne metode
(tabela 1) (7). Gojitvene tehnike s pridom
uporabljamo pri rutinskih analizah klini¢-
nih vzorcev.

Pri vecini molekularnih metod kot
filogenetski oznacevalec za taksonomsko
uvrs€anje organizmov uporabljamo gene za
bakterijsko, arhejsko, glivno in protozojsko
ribosomsko RNA (rRNA). Gre za regije 16S
in 18S rRNA ter notranji prepisni vmesnik
ribosomske DNA (angl. internal transcribed
spacer, ITS). Edinstvena znacilnost genov za
rRNA je njihova splo$na ohranjenost pri
vseh bakterijah, arhejah ter evkariontih,
pa tudi analitsko dovolj velika medvrstna
raznolikost za ugotavljanje istovetnosti (8).
Tako lahko preucujemo mikrobno raznoli-
kost, dobimo podatke o kvalitativni (prisot-
nost in odsotnost skupin) in kvantitativni
zastopanosti bakterijskih vrst ter proucu-
jemo dinamiko sprememb mikrobne zdruz-
be v primeru bolezni skozi ¢as in v popu-
laciji razli¢nih gostiteljev.

Hibridizacija in situ

Hibridizacija in situ omogoca prepoznava-
nje posameznih mikrobnih celic in s tem fi-
logenetsko prepoznavanje. Temelji na hibri-
dizaciji kratkega fluorescentno oznacenega
oligonukleotida s komplementarno sek-
venco v IRNA. Fluorescentno oznacene ce-
lice lahko opazujemo z epifluorescencnim
ali konfokalnim mikroskopom oz. pretocnim
citometrom. Metoda je zelo razSirjena v mi-
krobni ekologiji in znana pod imenom fluo-
rescencna in situ hibridizacija (6). Slabost
metode je, da ne omogoca odkrivanja Se
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Tabela 1. Pregled uporabljanih metod za karakterizacijo ¢revesne mikrobiote. qPCR - kvantitativna verizna
reakcija s polimerazo (angl. quantitative polymerase chain reaction), rRNA - ribosomska RNA, DNA - deok-
siribonukleinska kislina, PCR - verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction), DGGE - gelska
elektroforeza v gradientu denaturanta (angl. denaturing gradient gel electrophoresis), TGGE - gelska elektro-
foreza v temperaturnem gradientu (angl. temperature gradient gel electrophoresis), T-RFLP - restrikcijski
polimorfizem dolZine konénih fragmentov (angl. terminal restriction fragment lenght polymorphism), ARISA -
avtomatizirana analiza notranje prepisane regije ribosomske DNA (angl. automated ribosomal intergenic
spacer analysis), FISH - fluorescentna in situ hibridizacija.

Metoda Opis Prednosti Slabosti
Gojenje osamitev bakterij na semikvantitativna metoda, veliko laboratorijskega dela,
selektivnem mediju poceni gojiti je mogoce manj kot
30 % trevesne mikrobiote
qPCR pomnoZitev in kvantifikacija omogota filogenetsko vpliv napak pri PCR,

165 rRNA, reakcijska
mesanica vsebuje spojino,
ki fluorescira, ko se veze
na dvoverizno DNA

identifikacijo, kvantitativna
in hitra metoda

ne moremo prepoznati
neznanih vrst

Poliakrilamidna
gelska elektroforeza

logevanje 16S rRNA-
-pomnozkov na gelu

semikvantitativna in hitra
metoda, lise lahko izrezemo

filogenetsko prepoznavanje
ni mogoce, vpliv napak pri

v gradientu z dodatkom denaturanta  za nadaljnjo analizo PCR

denaturanta (DGGE) ali visanjem
temperature (TGGE)

T-RFLP pomnoZitev s fluorescentno semikvantitativna, poceni  filogenetsko prepoznavanje
oznatenimi zacetnimi in hitra metoda ni mogoce, vpliv napak pri
oligonukleotidi in nato PCR, nizka locljivost
restrikcija 16S rRNA-
pomnoZkov z encimi,
sledi locitev fragmentov
z gelsko elektroforezo

ARISA pomnoZitev odseka med semikvantitativna, poceni filogenetsko prepoznavanje
165 in 23S RNA, sledi lo€itev in hitra metoda ni mogoce, vpliv napak pri
fragmentov s kapilarno PCR
elektroforezo

FISH hibridizacija fluorescentno  omogoca filogenetsko uspesnost metode je

oznatenih oligonukleotidnih
sond z geni 165 rRNA,
zatem spremljanje pojava
fluorescence s pretocnim
citometrom

prepoznavanje,
semikvantitativna
metoda, ni vpliva
napak pri PCR

odvisna od nukleotidnega
zaporedja sonde, ne
moremo dologiti
neznanih vrst

DNA-mikromreze

hibridizacija fluorescentno
oznacenih oligonukleotidnih
sond s komplementarnimi
nukleotidnimi zaporedji,
spremljanje fluorescence

z laserjem

omogoca filogenetsko
prepoznavanje,
semikvantitativna

in hitra metoda

navzkrizna hibridizacija,
vpliv napak pri PCR,
zahtevno zaznavanje
maloStevilnih vrst

Sekvenciranje
klonirane 16S
rRNA-genov

kloniranje celotnega
pomnozka 165 rRNA,
sekvenciranje po Sangerju
in kapilarna elektroforeza

omogoca filogenetsko
identifikacijo, kvantitativna
metoda

vpliv napak pri PCR,
zahtevno izvedljiva in
draga metoda, napake
pri kloniranju

Sekvenciranje 16S
rRNA-pomnozkov

globoko sekvenciranje
pomnozZkov 165 rRNA

omogoca filogenetsko
prepoznavanje in
prepoznavanje neznanih
bakterij, kvantitativna
in hitra metoda

draga in zahtevno izvedljiva
metoda, vpliv napak pri PCR
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»Shotgun« globoko sekvenciranje omogota filogenetsko draga metoda, zahtevna
sekvenciranje celotnih genomov celotne  prepoznavanje in za izvedbo in ratunsko
metagenoma mikrobne zdruzbe prepoznavanje neznanih potratna analiza podatkov
bakterij ter njihovih
funkcionalnih skupin
genov, kvantitativna
metoda
»Shotgun« globoko sekvenciranje omogota filogenetsko draga in zahtevno izvedljiva

sekvenciranje
metatranskriptoma

izrazenih genov celotne
mikrobne zdruzbe

prepoznavanije,
kvantitativna metoda,

metoda, zahtevna in
racunsko potratna analiza

omogoca spremljanje

podatkov

bakterijske dejavnosti
(izrazanje genov)

neznanih oz. neopisanih mikroorganizmov
in je zaradi delovne intenzivnosti primer-
nejsa za sledenje enega ali nekaj tar¢nih mi-
kroorganizmov kot pa za ugotavljanje struk-
ture mikrobiote.

Poliakrilamidna gelska
elektroforeza v gradientu
denaturanta

Gelska elektroforeza v gradientu denatu-
ranta (angl. denaturing gradient gel electrop-
horesis, DGGE) je elektroforetska metoda, ki
jo najveckrat uporabljamo za oceno razlik
v sestavi mikrobiote med primerjanimi
vzorci, saj omogoca loCevanje med razlic-
nimi mikrobnimi skupinami na osnovi raz-
lik v zaporedju DNA, kar vpliva na stabil-
nost DNA. Zaradi teh razlik pride do razlicne
elektroforetske mobilnosti delno denaturi-
rane dvoverizne molekule DNA (angl. double
stranded DNA, dsDNA) v poliakrilamidnem
gelu z linearnim gradientom denaturanta.
Vedja kot je vsebnost parov gvanin-citozin,
bolj je molekula dsDNA odporna na dena-
turacijo in kot taka se bo razklenila ter po-
sledi¢no ustavila pri vi§ji koncentraciji de-
naturanta. To na gelu vidimo v obliki lise
(angl. band) (9). Nadalje lahko iz DGGE-gela
izreZemo dolocene lise, z veriZzno reakcijo
s polimerazo (angl. polymerase chain reac-
tion, PCR) ponovno pomnoZimo tam prisotno
DNA in s sekvenciranjem izvedemo filoge-
netsko identifikacijo. Podobno kot DGGE
tudi gelska elektroforeza v temperaturnem

gradientu (angl. temperature gradient gel elec-
trophoresis, TGGE) omogoca ocenitev sesta-
ve mikrobiote, le da v tem primeru namesto
gradienta denaturanta med potekom ana-
lize viSamo temperaturo (10).

Restrikcijski polimorfizem
dolZine konénih fragmentov
Restrikcijski polimorfizem dolZine kon¢nih
fragmentov (angl. terminal restriction frag-
ment lenght polymorphism, T-RFLP) tako
kot DGGE in TGGE omogoca oceno sesta-
ve mikrobiote v vzorcu. Metoda omogoca
lo€evanje med razli¢nimi mikrobiotami na
podlagi spremljanja velikosti kon¢nih re-
strikcijskih fragmentov DNA. Metodo izve-
demo tako, da tar¢no DNA ob pomnoZevanju
z metodo PCR na koncu 5’ oznac¢imo s fluo-
rokromom in po restrikciji z endonuklea-
zo lo¢imo s kapilarno elektroforezo (11, 12).

Avtomatizirana analiza notranje
prepisane regije ribosomske
deoksiribonukleinske kisline
Avtomatizirana analiza notranje prepisane
regije ribosomske DNA (angl. automated ri-
bosomal intergenic spacer analysis, ARISA) je
metoda, kjer v postopku PCR pomnoZimo
raznolike nekodirajoce odseke bakterijske
DNA med 16S in 23S RNA, ki jih nato po
velikosti lo¢imo s kapilarno elektroforezo.
Metodo uporabljamo za primerjavo sesta-
ve mikrobiote med razli¢nimi populacija-
mi (13, 14).
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DNA-mikromreze

Metoda omogoca filogenetsko prepoznava-
nje €revesne mikrobiote in se uporablja za
primerjavo sestave mikrobiote med razli¢-
nimi populacijami. Princip metode temelji
na oligonukleotidnih sondah, ki so pritrje-
ne na stekleni ploscici. Ko na ploS¢o dodamo
fluorescentno oznacene pomnoZke tarcne
DNA, pride do hibridizacije med pomnoZz-
ki in specificnimi sondami. Fluorescenco
vezanih pomnoZkov nato spremljamo z la-
serjem (15, 10).

Glavne teZave zgoraj navedenih tehnik
so predvsem velik obseg ro¢nega dela, ne-
standardizirane priprave materialov ter
posledi¢no velika spremenljivost v mejah
ozadja, zaznavanja in kvantifikacije ter li-
nearnosti zaznavanja teh tehnik.

Verizna realkcija s polimerazo

v realnem casu

Kvantitativna veriZna reakcija s polimerazo
(angl. quantitative polymerase chain reaction,
gPCR) je kvantitativna metoda, ki omogo-
¢a prepoznavanje Ze poznanih bakterijskih
vrst oz. vi§jih taksonomskih skupin in oce-
no Stevila bakterij v vzorcih. Princip meto-
de je podoben obi¢ajnemu PCR, le da je pri
gPCR dodano fluorogeno oznacevanje za-
Cetnih oligonukleotidov, sond ali pomnoz-
kov. Slednje omogoca sprotno spremljanje
poteka reakcije. Pove€anje koli¢ine pomnoZ-
ka DNA spremljamo kot povecanje fluores-
centnega signala, ki ga zaznamo z detektorji
v napravi za qPCR. Koli¢ino sproScene
fluorescence prikaZemo graficno v odvisno-
sti od Stevila ciklov PCR in glede na potek
rasti izmerjene fluorescence dolo¢imo ci-
kel, kjer je reakcija preSla prag zaznave. Toc-
ka, imenovana C; (angl. cycle threshold) je
odvisna od zacetne koli¢ine tar¢ne DNA. Ko-
li¢ino taréne DNA v vzorcu kvantificiramo
glede na standardno krivuljo, ki jo izriSe-
mo na podlagi pomnoZevanja standarda
z znano kolic¢ino tar¢ne DNA (17, 18). Stran-
ski ucinek velikega obsega kontrole v de-
lovanju te tehnike je, da lahko kvantitativno

spremljamo le posamezne specifi¢ne sku-
pine, ki smo jih posebej izbrali za zaznava-
nje in zanje pripravili ter umerili analitski
sistem, zato je taksonomska $irina temu pri-
merno ozka, omejena na le nekaj izbranih
skupin.

Sekvenciranje

Sekvenciranje predstavlja zlati standard
karakterizacije ¢revesne mikrobiote in je
neodvisno od gojenja mikrobov. Gre za po-
stopek dolocanja zaporedja deoksiribo-
nukleotidov (angl. deoxyribonucleotide tri-
phosphate, ANTP) adenina, gvanina, citozina
in timina v molekuli DNA ali RNA, pridob-
ljenih iz bakterij, arhej, rastlin, Zivali ali ka-
krSnega koli drugega vira genetskih po-
datkov (19). Uporaba sekvenciranja je zelo
Siroka, tako lahko dolo¢imo zaporedja po-
sameznih genov, vecjih genetskih regij
(klastri ali operoni), celotnih kromosomov
ali kompletnih genomov. Informacije, pri-
dobljene s sekvenciranjem, omogocajo pre-
poznavo sprememb v genih, povezav med
boleznimi in fenotipi ter ugotavljanje ka-
zalcev kroni¢nih bolezni in tar¢nih mest de-
lovanja zdravil. Sekvenciranje se uporablja
tudi v evolucijski biologiji pri proucevanju
razvoja in povezav med razlicnimi organiz-
mi. Poleg tega, da s sekvenciranjem filo-
genetsko prepoznavamo in kvantificiramo
preiskovano mikrobioto, lahko odkrijemo
tudi nepoznane in v majhnih koli¢inah pri-
sotne mikroorganizme (19, 20).

Zaceti poskusi sekvenciranja so bili us-
merjeni v sekvenciranje najbolj dostopnih,
relativno cistih vrst molekul RNA, kot so
mikrobna informacijska RNA, prenaSalna
RNA ali genomi enoveriZznih RNA-bakterio-
fagov (21). ZaCetke avtomatiziranega sek-
venciranja DNA, ki mu pravimo tudi prva
generacija sekvenciranja, so predstavili
Frederick Sanger in sodelavci leta 1977 (22).
Uporabljali so radioaktivno oznacene kemic-
ne analoge dNTP, t.i. dideoksinukleotide
(angl. dideoxynucleotide triphosphate, ddANTP)
Njihova znacilnost je, da nimajo 3’ hidrok-
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silne skupine, potrebne za podaljSanje ve-
rige DNA, zato ne pride do njihove vezave
s 5" fosfatno skupino naslednjega dNTP. Ra-
dioaktivno oznaceni ddNTP se nahajajo
v reakcijski me8anici skupaj s standardni-
mi dNTP. Vsakic¢, ko DNA-polimeraza vgra-
di ddNTP, se sinteza verige DNA ustavi. Kot
rezultat dobimo veliko Stevilo fragmentov
DNA razli¢nih dolZin. Kadar izvajamo Sti-
ri vzporedne reakcije, od katerih vsaka vse-
buje svojo vrsto radioaktivno oznacenega
ddNTP, lahko po lo¢evanju vzorcev na po-
liakrilamidnem gelu s pomocjo avtoradio-
grafije ugotovimo zaporedje nukleotidov
v izvirnem zaporedju DNA (22). Ta meto-
da sekvenciranja je prevladovala od 80. let
prejsSnjega stoletja do leta 2000. V tem ob-
dobju je priSlo do velikega tehnoloSkega na-
predka. Kot izboljSava metod prve genera-
cije sekvenciranja se pojavljajo metode
sekvenciranja naslednjih generacij, ki omo-
gocajo ucinkovitejSe sekvenciranje in niZje
stroSke postopka (23). Glavna prednost teh
metod sekvenciranja je, da za sekvencira-
nje ni potrebna klonirana DNA kot pri me-
todi po Sangerju, ampak lahko neposredno
ugotavljamo nukleotidno zaporedje skup-
ne DNA mikrobne zdruZbe.

V sklop druge generacije sekvenciranja
uvr§¢amo trzno dostopne platforme, kot so
Roche/454, Illumina/Solexa, Applied Biosy-
stems/SOliD in Helicos BioSciences. Ome-
njene metode sekvenciranja omogocajo
karakterizacijo tarnega genoma s precej
niZjimi stroski v primerjavi s sekvenciranjem
prve generacije (24).

Metoda 454-pirosekvenciranja (Roche)
temelji na pomnoZevanju molekul DNA zno-
traj vodnih kapljic v oljni raztopini (PCR
v emulziji), pri Cemer vsaka vodna kapljica
vsebuje eno molekulo DNA, ki je pritrjena
na kroglico, na kateri so zacetni oligonukleo-
tidi. Po kon¢anem pomnoZevanju na kroglici
dobimo klonsko kolonijo. Sekvenator vse-
buje Stevilne pikotitrske vdolbine, v katerih
se nahajajo po ena kapljica z DNA in enci-
mi, ki omogocajo kemiluminiscencno za-

znavanje. Sekvenciranje poteka tako, da
DNA-polimeraza dodaja posamezne nukleo-
tide v verigo glede na originalni zapis DNA.
Ko je posamezen nukleotid dodan v verigo,
s pomocjo encimov ATP-sulfurilaze in luci-
feraze nastane svetloba, ki jo merimo (25).

Pri metodi sekvenciranja Illumina na
nakljucne fragmente DNA veZemo adapter-
je in fragmente imobiliziramo na trdo pod-
lago, na kateri poteka metoda mostovnega
pomnoZevanja (angl. bridge PCR) (26). Mo-
lekule DNA se mnoZijo tako, da se formirajo
lokalne klonske kolonije DNA ali »klastri
DNA«. Za dolocitev zaporedja DNA dodamo
Stiri vrste reverzibilnih terminacijskih baz,
vse ostale nukleotide, ki se niso vezali, pa iz-
peremo. Kamera naredi sliko fluorescencno
obeleZenih nukleotidov. Za tem se barva,
vkljuéno z blokatorjem na koncu 3’, kemic-
no odcepi od molekule DNA in je na ta na-
¢in omogocena nastavitev procesa oz. zace-
tek novega cikla. Slednje omogoca optimalno
prepustnost in teoreticno neomejeno zmog-
ljivost sekvenciranja. Tako je danes pre-
pustnost lahko vec kot 1.000.000 nukleoti-
dov na sekundo, kar je pribliZno enako
enemu ¢loveSkemu genomu z enkratno po-
kritostjo na uro delovanja instrumenta (27).

Ion Torrent polprevodniSko sekvencira-
nje temelji na standardni tehnologiji sek-
venciranja, vendar z uporabo novega pol-
prevodni8kega sistema zaznavanja. Ta
metoda sekvenciranja temelji na zaznava-
nju vodikovih ionov, ki se sprostijo med po-
limerizacijo DNA. Uporablja se ploSc¢a z mi-
kroluknjami, ki vsebujejo eno verigo
molekule DNA, ki se sekvencira. Dodaja se
en nukleotid naenkrat. V luknji, v kateri je
priSlo do vezave nukleotida zaradi homo-
logije, pride do sprostitve vodikovega iona,
ki ga zazna izjemno ob¢utljivi senzor. V pri-
meru, da so prisotne homopolimerne pono-
vitve, se bo vec istih nukleotidov vezalo na
istem mestu v enem ciklu, ve¢ vodikovih
ionov pa se bo sprostilo, kar bo pripeljalo
do sorazmerno vi§jega elektronskega sig-
nala (28).
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V drugo generacijo sekvenciranja spa-
data Se metodi SOLiD in DNA nanoball. Pri
prvi sekvenciramo v kroglicah pomnoZene
molekule DNA kot pri pirosekvenciranju in
na koncu dobimo sekvence, ki imajo primer-
ljivo koli¢ino in dolZino kot pri Illumina
sekvenciranju (29, 30). Pri drugi metodi pa
uporabljamo tehniko kroZnega pomnoZeva-
nja (angl. rolling circle replication) za po-
mnoZevanje majhnih fragmentov genomske
DNA v t.i. nanoZoge DNA (angl. DNA na-
noballs). Ta metoda omogoca, da se veliko
Stevilo nanoZog sekvencira naenkrat, pri ce-
mer so stro$ki reagentov v primerjavi z dru-
gimi metodami sekvenciranja naslednje
generacije zelo nizki (31). Po drugi strani pa
se iz vsake nanoZoge dolocijo le kratka zapo-
redja, zaradi Cesar je mapiranje kratkih odcit-
kov z referen¢nim genomom oteZeno (32).

Hkrati z razvojem tehnologij se pove-
Cuje prepustnost metod in se niZajo stroski
ter Cas, potrebni za pridobivanje rezultatov,
kar je cilj metod sekvenciranja tretje gene-
racije (33). Sem vklju¢ujemo metode, ki te-
meljijo na:

- sintezi,

« branju zaporedja DNA, dokler molekula
DNA prehaja skozi nanoporo in

- mikroskopskih tehnikah, kot sta mikro-
skopiranje z atomsko silo in transmisij-
ska elektronska mikroskopija.

Te metode se uporabljajo za ugotavljanje
poloZaja posameznih nukleotidov znotraj
dolgih fragmentov DNA, ki so vecji od 5.000
baznih parov. Komercialno najpogosteje
uporabljeni platformi sta PacBio (Pacific
Biosciences) in MinION (Oxford Nanopo-
re Technologies).

Enomolekulsko sekvenciranje v realnem
Casu (angl. single molecule real time sequen-
cing) podjetja Pacific Biosciences temelji na
pristopu sekvenciranja s sintezo. DNA se
sintetizira v majhnih luknjicah (angl. zero-
mode wave-guides), v katerih je na dno pri-
trjena DNA-polimeraza. Nato se pri doda-
janju fluorescen¢no oznacenih nukleotidov

v verigo DNA spros¢a fluorescenca. Rezul-
tat so odcitki 20.000 ali ve¢ nukleotidov
s povprec¢no dolzino 5.000 baznih parov (34).

Nanoporna metoda sekvenciranja DNA
podjetja Oxford Nanopore Technologies
temelji na odc¢itku elektri¢nih signalov, ki
se pojavljajo v ¢asu prehoda nukleotidov
skozi beljakovinsko nanoporo. Koncept iz-
vira iz ideje, da enoveriZne molekule DNA
ali RNA v linearnem zaporedju elektrofo-
retsko prevajamo skozi biolosko poro, pri
tem pa se spremeni elektronski tok. Spre-
memba je odvisna od oblike, velikosti in dol-
Zine zaporedja DNA, saj vsak od nukleotidov
spremeni elektronski tok za razli¢no ¢asov-
no obdobje. Signali, ki ustrezajo zaporedju
nukleotidov, se nato ovrednotijo (35). Za us-
pesno izvajanje je klju¢nega pomena natan-
¢en nadzor prehoda molekule DNA skozi
poro (36). Obstajata dve metodi nanoporne-
ga sekvenciranja; metoda sekvenciranja
v trdnem stanju in metoda, ki temelji na
uporabi beljakovin (35, 37).

Pravilen odvzem vzorca in kakovostna
ekstrakcija nukleinskih kislin (DNA, RNA,
deplecija rRNA, reverzna transkripcija v kom-
plementarno DNA) sta osnova pravilne raz-
lage rezultatov. Naslednji korak je sekven-
ciranje DNA z zgoraj opisanimi pristopi.
Postopek sekvenciranja je sestavljen iz pri-
prave knjiZnic, pomnoZevanja in sekvenci-
ranja dobljenih pomnoZkov ter nato bioin-
formatske in statisti¢ne analize dobljenih
podatkov. Glede na nacin izvedbe sekven-
ciranja lahko dolo¢amo:

- mikrobne sekvence dolocenega mikrob-
nega odseka mikrobov v zdruZzbi,

- naklju€ne odseke iz celotnih sekvenc
teoreti¢no vseh mikrobov v zdruzbi in

« sekvence mikrobnih molekul rRNA celot-
ne zdruzbe.

Analizo podatkov sekvenciranja lahko opra-
vimo na ve¢ nacinov in z uporabo ve¢ pro-
gramskih orodij, odvisno od tega, ali smo
dolocali nukleotidno zaporedje mikrob-
nega pomnozka ali celokupnih mikrobnih
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genomov v vzorcu. Pri tem Zelimo odgovo-

riti na vpraSanja:

+ Kako raznolika je mikrobiota?

» Kako se dve ali ve¢ mikrobiot razlikuje-
ta/jo med sabo?

+ Kdo so ¢lani preiskovanih mikrobiot?

+ Kako so ti ¢lani med seboj povezani?

Pri iskanju odgovorov uporabljamo Stevilna
statisti¢na in bioinformatska orodja (38-40).
Odgovori so kvalitativni, ¢e preiskujemo,
ali je dolocen €lan prisoten ali odsoten, ter
kvantitativni, e preucujemo, npr. kako ve-
like so skupine, gledano pri enakem Stevi-
lu uporabljenih kakovostnih sekvenc.

Za dovolj informativne podatke sek-
venciranja je treba zagotoviti, da je dolocen
odsek preiskovanega mikrobnega gena do-
voljkrat prebran oz. sekvenciran. Tehnologi-
je sekvenciranja nove generacije kot rezul-
tat podajo od 250 in do ve¢ 1.000 baznih
parov velik odsek. Stevilo branj, ki jih do-
bimo pri sekvenciranju, opredelimo z izra-
zom globina sekvenciranja. S tehni¢nega
vidika izvedbe sekvenciranja mora biti glo-

bina sekvenciranja tako velika, da je mogo-
ce razlikovati med maloStevilnimi mikrob-
nimi skupinami in napakami sekvencira-
nja. PokaZe se namre¢, da je pri vsaki izvedbi
sekvenciranja doloc¢en odstotek branj napa-
cen, izkustveno lahko tudi ve¢ kot 50 % vseh
sekvenc v dolo¢enem vzorcu. Zato z ustrez-
no globino sekvenciranja zagotovimo, da
imajo tudi maloStevilne skupine mikrobov
zadostno Stevilo branj, in jih lahko nato lo-
¢imo od napak. Z bioloSkega vidika globi-
no sekvenciranja posameznega vzorca gra-
fi€no ponazorimo z rarefakcijsko krivuljo,
kjer filogenetska raznolikost narasca z glo-
bino sekvenciranja (slika 1) (41). Optimalna
globina sekvenciranja je doseZena takrat, ko
se filogenetska raznolikost, kljub vec¢anju
globine sekvenciranja, ne povecuje vec (42).

Z uporabo sekvenciranja druge genera-
cije, kjer se proizvedejo sekvence dolZine
do 1.000 baznih parov z visoko kakovostjo,
moramo pri metodi sekvenciranja doloce-
nega mikrobnega odseka zagotoviti vsaj
30.000-40.000 branj na vzorec, pri kom-
pleksnih mikrobnih zdruZbah pa tudi do 10°
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Slika 1. Primer rarefakcijskih krivulj iz reanalize bakterijskih mikrobnih zdruzb v blatu preiskovancev. Krivulja
ponazarja narascanje filogenetske raznolikosti ob povecevanju globine sekvenciranja, ki pa ne doseze popol-
nega platoja. Zunanje érte ponazarjajo 95 % intervale zaupanja (41). OTU - operacijska taksonomska enota

(angl. operational taxonomic unit).
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branj na vzorec. Pri sekvenciranju metage-
noma je potrebna globina sekvenciranja vsaj
106 branj na vzorec in metatranskriptoma
vsaj 107 branj na vzorec po odstranitvi 16S
rRNA in reverzni transkripciji v DNA (43).
Med nakljuéno sekvenciranimi odseki ge-
nov bo prisotnih veliko branj genov tistih
bakterij, ki so v zdruZbi prisotne v velikem
Stevily, pri maloStevilnih bakterijah pa je
pokritost slaba. Pokritost sekvenciranja, ki
je izraCunana kot razmerje med skupno dol-
Zino branj, ki jih uspemo zdruZiti v skupke,
in velikosti teh skupkov, pa bo predstavlja-
la podatek o relativni zastopanosti bakte-
rijskih predstavnikov v zdruZbi (slika 2) (44).

SEKVENCIRANJE

16S RIBOSOMSKE
RIBONUKLEINSKE KISLINE

ALI RAJE METAGENOMIKA?
Navkljub vsesploSnemu niZanju cen sekven-
ciranja se z vecanjem zahtev po globini sek-

venciranja dolocenega vzorca vecajo tudi
stroSki sekvenciranja, saj lahko z istim
orodjem sedaj analiziramo manjSe Stevilo
vzorcev. Pridobljene sekvence mikrobnih fi-
logenetskih oznacevalcey, izbranih funkcio-
nalnih genov ali celotnega metagenoma je
treba nato bioinformatsko in statisti¢no ob-
delati (38-40). Pri tem je potrebna racunska
moc za izracun, sorazmerna s koli¢ino pri-
dobljenih podatkov oz. z globino sekvenci-
ranja. Z vecanjem globine sekvenciranja se
ne povecuje le potreba po vedji racunski mo-
¢i, ampak je potrebna tudi drugacna arhi-
tektura centralnih procesorskih enot od
klasi¢nih HPCC (angl. high-performance com-
puting cluster), saj analize vsebujejo veliko
preiskav razli¢nih zaporedij z ve¢ podat-
kovnimi bazami. Pot naprej v tem prime-
ru pomeni najem prostora in kapacitet za
izracune v oblaku, s ¢imer pa se odprejo
teZave, ko gre za ohranjanje anonimnosti
podatkov o preiskovanih bolnikih.

Zastopanost [%]

Operacijske taksonomske enote (OTU)

Slika 2. Krivulja porazdelitve mikroorganizmov v posamezne skupine v vzorcu iztrebkov (Stevilo vzorcev = 340).
Graf prikazuje majhno Stevilo visoko zastopanih skupin, srednje Stevilo srednje zastopanih skupin ter dolg
rep nizko zastopanih skupin v vzorcu (angl. species abundance curve). Z vetanjem resolucije proti 97 % ope-
racijskim taksonomskim enotam se deleZ sekvenc vzorca, ki predstavljajo doloceno operacijsko taksonomsko
enoto, zmanjsa na nivo, manjsi od 0,1%. OTU - operacijska taksonomska enota (angl. operational taxo-

nomic unit).
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Sekvenciranje pomnozkov 16S
ribosomske ribonukleinske kisline
Pri dolo¢anju bazne sestave mikrobnega od-
seka dolo¢enega gena najveckrat dolo¢amo
sestavo genov za 16S rRNA, npr. bakterij,
lahko pa tudi drugih (arheje, glive, proto-
z0ji, posamezni funkcionalni geni). Prvotna
obdelava pridobljenih sekvenc je v grobem
sestavljena iz naslednjih sklopov.

Najprej sekvence z uporabo filtra oci-
stimo molekularnih signalov pod mejo
zahtevane kakovosti, poravnamo na refe-
ren¢no poravnavo in odstranimo nebakte-
rijske (arhejske, mitohondrijske, kloroplast-
ne in evkariontske) sekvence ter umetne
konstrukte DNA, ki so nastali kot posledica
napak med potekom sekvenciranja. TeZave
pri razlagi rezultatov predstavljajo obdela-
va dobljenih branj in odprava ter poprav-
ljanje sistemskih napak, ne da bi odstranili
tudi signale, ki pripadajo resni¢nim sekven-
cam. Brez pravilne obdelave lahko dobimo
precenjene podatke o raznolikosti mikrobio-
te v vzorcu in napacno zdruZevanje v skup-
ke ter napacno klasifikacijo. Temu se Zeli-
mo izogniti, zato (45):

« Uporabimo filter za odstranitev napak
sekvenciranja, s katerim odstranimo vse
sekvence, ki niso zado3¢ale kriterijem. To
so minimalna dolZina sekvence, maksi-
malna dolZina sekvence, maksimalna
dolZina sekvenc z identi¢nimi bazami ter
Stevilo sekvenc, kjer je bila med potekom
sekvenciranja katera od Stirih baz (adenin,
timin, gvanin, citozin) dvoumno doloce-
na (angl. ambiguous base calls) ali pa je bil
signal pod zahtevano mejo jakosti in tako
program ne more jasno dolociti, katera
baza se nahaja na doti¢nem mestu.

+ Z uporabo programa (npr. UCHIME) od-
stranimo umetne konstrukte molekul
DNA, t.i. himere, ki med potekom sekven-
ciranja nastanejo kot posledica zdruZitve
razli¢énih sekvenc.

+ Prepoznamo ter odstranimo sekvence, ki
se niso uvrstile v preiskovano deblo mi-
kroorganizmov, npr. med bakterije, ali so

se uvrstile kot arheje, evkarionti, kloropla-
sti ali pa mitohondriji.

Podatke sekvenciranja po ¢iS¢enju lahko na-
dalje analiziramo tudi tako, da sekvence raz-
delimo v operacijske taksonomske enote
(angl. operational taxonomic unit, OTU) raz-
liénih taksonomskih resolucij (od domene
do vrste, 97 % OTU). Do teh pridemo na tri
nacine: na osnovi podobnosti zaporedja
(razponi 80-97 % identicnost sekvenc), gle-
de na taksonomsko uvrstitev v definirane
kategorije sprejete taksonomije, npr. NCBI
(National Center for Biotechnology Infor-
mation), Bergey, UNITE (User-friendly Nor-
dic ITS Ectomycorrhiza) ter glede na filoge-
netsko drevo. Prva je filogenetsko neodvisna
ali kar metoda OTU, druga je odvisna od re-
prezentativnih sekvenc, uvrs¢enih v dolo-
¢eno taksonomsko skupino, tretja pa je od
filogenije odvisna ali kar filogenetska me-
toda (46-48). Prednost pristopa, ki temelji
na OTT, je, da ni taksonomske pristransko-
sti, vendar je racunsko zelo intenzivna in
podvrZena velikim vplivom neodstranjenih
napak iz sekvenciranja. Medtem ko je filo-
genetski pristop uporabnejsi za preuceva-
nje podobnosti in razlik v zdruZzbi, je jasno,
da je racunska stopnja generiranja ogrom-
nih filogenetskih dreves ena najbolj vpras-
ljivih in pribliZznih (47). Kljub temu da Se ni
sprejetega soglasja, katera metoda je bolj-
$a, trenutna slika v objavah kaZe, da vecina
raziskovalcev ubira srednjo pot in v anali-
zah pomnoZkov uporablja taksonomsko
klasifikacijo v obstojeCe skupine. TeZava,
ki se pojavi, je, da je taksonomija konstrukt
¢loveske klasifikacije in ne odraZa stanja
v naravi, saj Stevilo kategorij eksponentno
nara$ca z vecanjem resolucije proti ravni
vrste, medtem ko na ravni sevov odstopa
(slika 3). Prav tako znotraj taksonomskega
nivoja niso vsi taksoni (taksonomski nivoji)
definirani na enak nacin, ampak so neka-
tere skupine filigransko razdelane, Ceprav
med njimi na nivoju 16S rRNA ni velikih
razlik.
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Prosto dostopni programski platformi,
ki nam omogocata izvedbo zgoraj omenje-
nih analiz, sta QIIME in mothur (46, 49).
Razlika med platformama je predvsem
v tem, da QIIME primarno temelji na filo-
genetski metodi, mothur pa primarno na
metodi OTU, vendar omogoca vse tri (takso-
nomsko, filogenetsko, OTU). Obe platformi
omogocata analizo raznolikosti mikrobiote
in, pomembneje, omogocata izvedbo ana-
lize, s katero poskuSamo pojasniti, kako so
¢lani zdruZbe medsebojno povezani. Raz-
likujeta se predvsem po tem, do kaksne
mere lahko uporabnik nadzira posamezne
stopnje analiz. QIIME izvaja svoje analize
v programskem jeziku python, medtem ko
je mothur napisan v preglednem program-
skem jeziku C++, kjer uporabnik sam spre-
jema odlocitve in nastavlja parametre
posameznih stopenj analiz, za kar pa je po-
trebnega ve¢ znanja in izkuSen;j.

Za prepoznavanje in Stevil¢no dolo-
¢anje zastopanosti posameznih taksonov
v preiskovani mikrobni zdruzbi lahko

v prvem koraku ociScene sekvence sedaj raz-
vrstimo z razvr§cevalcem rRNA. Primer je
naivni Bayesov razvrScevalec rRNA, ki je del
baze RDP (50, 51). V uporabi so Se ostale
baze podatkov: Greengenes, SILVA in NCBI,
med katerimi se stopnja aZuriranosti raz-
likuje (52-54). Prav slednje se pogosteje iz-
postavlja kot veliko teZavo, predvsem pri
podatkovni bazi Greengenes, ki je bila zad-
njikrat osveZena maja 2013, in tako pred-
stavlja precej zastarelo sliko taksonomskih
razvrstitev.

Ne nazadnje, na enak nacin, kot anali-
ziramo sekvence 16S ali 18S rRNA ali ITS,
lahko analiziramo tudi sekvence, pridoblje-
ne iz globokega sekvenciranja funkcional-
nih genov (38).

Sekvenciranje metagenomov

Dolocanje zaporedji genov 16S rRNA zago-
tavlja veliko podatkov o preiskovani mikrob-
ni zdruZbi, vendar je glavna teZava v tem,
da je le del gena za 16S rRNA pomnoZen
in sekvenciran. Z razvojem tehnologij sek-
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Slika 3. 0dnos med stevilom skupin na doloceni taksonomski ravni v odvisnosti od izbire taksonomske
ravni. Raven seva odstopa od splosSnega eksponencialnega naras¢anja stevila taksonov v posamezni kate-

goriji. R? - regresijski koeficient.
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venciranja se je povecala koli¢ina pridob-
ljenih podatkov in zmanj$ali so se stro3ki
izvedbe take analize. Zaradi tega Cedalje vec
raziskav vkljucuje sekvenciranje celotnega
metagenoma, torej ugotavljamo nukleo-
tidno zaporedje fragmentov mikrobnih ge-
nov, ki so zbrani v skupku vseh genomov
preiskovane mikrobne zdruZbe. Tak$no sek-
venciranje omogoca anotacijo vecine naj-
bolj zastopanih mikrobnih genov znotraj
vzorca, od katerih lahko vecji del predstav-
ljajo gospodinjski geni mikroorganizmoyv,
ki so nujni za preZivetje in so kot tak3ni
ohranjeni pri vecini mikroorganizmov. Z iz-
vedbo sekvenciranja metagenoma tako
opredelimo tudi funkcionalno vlogo mi-
krobne zdruZbe v dolocenem ekosistemu in
izvemo, ali so spremembe v sestavi mikrob-
ne zdruZbe vzrok ali posledica npr. doloce-
nega bolezenskega stanja (42, 55). Podatki
metagenomskih raziskav so pridobljeni v ve-
likih koli¢inah in zelo razdrobljeni, kar
predstavlja velik izziv pri iskanju, zbiranju
in predelovanju koristnih bioloskih podat-

kov (56, 57). Primer je sekvenciranje metage-
noma cloveSkega ¢revesnega mikrobioma,
Kkjer je bilo prepoznanih 3.300.000 genov, se-
stavljenih iz 567,7 giga baznih parov sek-
venciranih podatkov (4). Dodaten vpogled
v delovanje in domet metagenomskih ana-
liz nam pokaZe tudi enostavna povezanost
med tehni¢nima ponovitvama sekvencira-
nja istega vzorca, ki pokaZe, da je za ka-
kovostne analize potrebnih precej vec sek-
venc na posamezno kategorijo zaznanega
funkcionalnega gena (slika 4). Pri nizkem
Stevilu sekvenc na kategorijo gena veliko
skupin genov namrec zaznamo v eni od po-
novitev sekvenciranja, v drugi pa sploh ne.
To je pokazatelj, da se limite zaznavanja in
kvantifikacije sekvenciranja genov iz dolo-
Cenih kategorij funkcionalnih genov med
seboj razlikujejo in jih v praksi ne znamo
dobro nadzorovati.

Metagenomska analiza je sestavljena iz
ve¢ korakov. Po sekvenciranju je treba pri-
dobljene odcitke najprej oc€istiti in nato zlo-
Ziti v ve¢je skupke (angl. contigs). Odvisno
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Slika 4. Povezanost med Stevilom sekvenc na posamezno kategorijo funkcionalnega gena med dvema teh-

niénima ponovitvama sekvenciranja istega vzorca.
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od nasih podatkov sestavljanje opravimo de
novo ali glede na referenco. Slednje je pri
analizah kompleksnih metagenomov te-
Zavno, saj pri sestavljanju metagenomov
praviloma ne vemo, katerim mikroorganiz-
mom sekvence pripadajo. Zato se naceloma
uporabljajo od reference neodvisni pristo-
pi. Skupke genov grupiramo v »draft geno-
me«, napovemo kodirajoce in nekodirajoce
gene ter opravimo funkcionalno anotacijo
teh s primerjavo s podatkovnimi bazami. Na
koncu sledi statisti¢na obdelava podatkov
in razlaga rezultatov (58). Izbira programov
za izvedbo analize metagenomskega sek-
venciranja je sedaj Se vedno v fazi prever-
janja sistemskega vpliva glede na izbiro
doloCenega programa, s skupnim ciljem
zmanjSevanja algoritemskega Suma in po-
veCevanja standardizacije protokolov za
analizo podatkov, kar bi nas v idealnem pri-
meru pripeljalo do primerljivosti podatkov
med razli¢nimi raziskavami, ne glede na to,
kateri program oz. protokol je bil uporab-
ljen pri analizi.

Pred zacetkom bioinformacijske anali-
ze moramo najprej preveriti kakovost dob-
ljenih sekvenc. Podatek o tem je kodiran
v FASTQ formatu sekvenc, ki nam poleg
bazne sestave pove tudi verjetnost, da je do-
locena baza na doloenem mestu v zapored-
ju napacna. Orodja, ki omogocajo analizo in
prikaz razporeditev napak teh verjetnosti,
so NGS QC Toolkit, Kraken in HTQC (59-01).
V koraku filtriranja sekvenc odstranimo
dvojnike sekvenc, artefakte in nukleotidne
baze z nizko kakovostjo ter gostiteljeve
sekvence. Gostiteljevo DNA prepoznavamo
z orodjem, ki poi§ce ujemanje z gostitelje-
vo DNA na podlagi referencnega genoma.
Primera orodij za odstranjevanje evkariont-
skih genomskih zaporedij DNA sta Eu-De-
tect in DeConseq (62, 63).

V naslednjem koraku ociS¢ene sekven-
ce zdruZimo v skupke. Z vidika racunske
moci ta stopnja predstavlja ozko grlo ana-
lize in ni popolnoma zanesljiva, saj so me-
tagenomski podatki zelo zgoS¢eni in krat-

kih dolZin, kar pa predstavlja visoko verjet-
nost za napako. Obstaja ve¢ programov za
sestavljanje odcitkov. Programi, kot sta
Velvet assembler in SOAPdenovo, so bili op-
timizirani za krajSe odcitke, ki jih proizva-
ja sekvenciranje naslednje generacije z upo-
rabo grafov De Bruijn (64). Pri sestavljanju
teZave povzrocajo ponavljajoce se sekven-
ce DNA, predvsem zaradi razlike v relativni
StevilCnosti vrst, ki so prisotne v vzorcu, in
nastanek himernih skupkov, kjer pride do
sestavljanja od¢itkov iz ve€ kot ene mikrob-
ne vrste (65). Pri sestavljanju si lahko po-
magamo z uporabo referen¢nih genomov,
ki omogocajo sestavljanje cedalje vecjega
Stevila mikrobnih vrst, saj narasca Stevilo
mikrobnih debel, za katere so sekvencirani
genomi dostopni. Kljub temu teZavo v tem
koraku lahko predstavljajo pomanjkljivo
sestavljeni referen¢ni genomi, katerih ano-
tacije se skozi ¢as spreminjajo, zato se pre-
ferenc¢no v praksi uporabljajo programi, ki
temeljijo na analizi De Bruijnovih grafov
(65, 606).

Sestavljanju sledi napoved genov oz. oz-
nacitev kodirajo¢ih regij v sestavljenih
skupkih in anotacija. Napoved genov lah-
ko opravimo na dva nacina (65). Prepoznava
genov v prvem pristopu temelji na homo-
logiji z geni, katerih zaporedja so Ze javno
dostopna v podatkovnih bazah. Tako pregle-
damo funkcionalne motive in celi¢ne loka-
cijske signale za napovedane beljakovinske
sekvence z orodji, kot npr. PRIAM za en-
cimsko uvr$canje, HMM-Pfam in TIGRFAM
za funkcionalne motive, TMHMM za pre-
poznavanje transmembranskih potencialnih
domen, ter z uporabo brskalnika BLAST, kjer
za referenco uporabimo nukleotidno in be-
ljakovinsko bazo PANDA (67-70). To vrsto
pristopa uporablja program MEGAN (71, 72).
Pri drugem pristopu se uporabljajo bistve-
ne znacilnosti zaporedja za napoved kodi-
rajocih regij, ki temeljijo na sklopu genov
iz sorodnih organizmov. TakSen pristop je
implementiran v programih, kot sta Gene-
Mark in GLIMMER (73). Glavna prednost
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take napovedi je, da omogoca odkrivanje ko-
dirajocih regij, ki nimajo homolognih zapo-
redij v podatkovnih bazah. Najbolj natanc¢-
no napovedovanje pa opravimo, ko imamo
na voljo velike regije sosednje genomske
DNA za primerjavo (57). Vseeno pa ni ni¢
nenavadnega, Ce deleZ neanotiranih zapo-
redij v metagenomu predstavlja tudi 60 %
vseh sekvenc tega vzorca. Tudi podatkov-
ne baze znanih beljakovin se neprestano raz-
vijajo in dopolnjujejo, kar kaZe, da je poso-
dabljanje podatkovnih baz nova prioriteta
pri analizah metagenomskih podatkov na
streznikih velikih zmogljivosti.

Da bi povezali raznolikost mikrobne
zdruZbe in njeno funkcijo v metagenomih,
je treba sekvence spojiti. Spajanje (angl. bin-
ning) je proces povezovanja sekvenc z do-
lo€enim organizmom (65). Pri spajanju, ki
temelji na podobnosti, z metodo BLAST i§-
¢emo filogenetske oznacevalce ali podobna
zaporedja v obstojecih podatkovnih bazah.
Rezultate iz baze BLAST uvozimo nepo-
sredno v program MEGAN, kjer sekvence
z uporabo baze podatkov NCBI taksonom-
sko uvrstimo in nato opravimo Se funk-
cionalno analizo in napoved predvidenih
presnovnih poti z uporabo sistema razvrs-
¢anja SEED ali KEGG (71, 72, 74, 75). V upo-
rabi je tudi orodje PhymmBL, ki uporablja
interpolirane Markove modele za dodeli-
tev ali nakazovanje vloge branj sekvencira-
nja (57). MetaPhlAn in AMPHORA sta dve
metodi, ki za ocenjevanje relativne obilno-
sti organizmov uporabljata edinstvene oz-
nacevalce taksonomskih skupin (76). Ko so
sekvence spojene, je mogoce izvesti primer-
jalno analizo.

Ogromna koli¢ina eksponentno rasto-
¢ih metagenomskih podatkov in pripadajo-
¢ih metapodatkov predstavlja izjemen izziv,
ki pa ima zelo velik potencial za razume-
vanje medsebojnega delovanja mikrobov ter
medsebojnega delovanja med mikrobi in go-
stiteljem na razli¢nih nivojih, ki jih pokriva
sistemska medicina. Metapodatki vkljucujejo
podatke o poskusu, preiskovancih, kemijske/

okoljske lastnosti vzorca, fizine podatke
o mestu in metodologiji vzorcenja itd. in so
nujno potrebni, tako za zagotavljanje ponov-
ljivosti analize kot tudi za njeno uspeSnost.
Primer orodja za zdruZitev zaporedij DNA
in metapodatkov, ki omogocajo primerjalne
analize razli¢nih naborov podatkov z upo-
rabo ekolo$kih indeksov, je MG-RAST (77).
Danes, 10 let od ustanovitve, streZnik vse-
buje 135,08 tera baznih parov oz. 286.340
metagenomov s 1.024 milijardami sekvenc.
Server omogoca tudi anotacijo, izracun tak-
sonomske porazdelitve vrst, Stevil¢nosti
in o-raznolikosti ter sestave napovedanih
kodirajocih regij genov v funkcionalne ka-
tegorije in podsisteme. Prav tako vsebuje
orodja za primerjavo in vizualizacijo podat-
kov tako iz lastnih kot tudi iz prej naloZe-
nih baz podatkov. Zato taka integracija ra-
¢unskih orodij s shranjevanjem podatkov
prestavlja infrastrukturo za metagenomi-
ko in metatranskriptomiko na nivoju ure-
jenosti, kot jo je v€asih pomenila uporaba
NCBI GeneBank za analize posameznih sek-
venc, le da je sedaj raven kompleksnosti ne-
kaj stopenj vi§ja. Zaradi poenotene analize
so rezultati vsebinsko bolj primerljivi med
razliénimi raziskavami, saj je analitski Sum
obcutno zmanjSan. Sistem IMG/M tudi za-
gotavlja zbirko orodij za funkcionalno ana-
lizo mikrobnih zdruZb, ki temelji na njiho-
vem metagenomskem zaporedju ter na
genomskem zaporedju referencnih izolatov,
ki so vkljuceni v sistem IMG ter v projekt
GEBA (Genomic Encyclopedia of Bacteria
and Archaea) (78). Zaporedje ukazov in
orodij za anotacijo posameznih branj ali pa
skupkov branj, pridobljenih z metagenom-
skim sekvenciranjem, predlaga tudi InSti-
tut J. Craig Venter (79). Tako postajajo orod-
ja, ki so bila namenjena hkratnim analizam
taksonomskega in funkcionalnega opisa
mikrobiote v drugih okoljih posredno vir in-
formacij in podatkov za analize, ki vkljucu-
jejo podatke z ve€ nivojev CloveSkega telesa,
torej sistemske in bolj personalizirane me-
dicine, ki se analizirajo v sklopu projektov,
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kot je npr. CA15120 - Open Multiscale Sys-
tems Medicine (80). Hkrati nam za razvoj
novih pristopov na podro¢ju mikrofluidike
sluZi tudi PortASAP (81).

Seveda pa ravno uporaba istih podat-
kov na razli¢nih taksonomskih nivojih vodi
v zacetno zmedo, ko uporabniki Se ne spre-
jemajo dejstva, da analize istih podatkov na
razli¢nih nivojih taksonomske ali funkcio-
nalne resolucije lahko generirajo zelo raz-
licne odgovore in odnose med vzorci kot
tudi med preiskovanimi skupinami, ki jim
ti vzorci pripadajo (slika 5).

Statisticna analiza

Pri preucevanju raznolikosti mikrobiote
Zelimo izvedeti, koliko razli¢nih ¢lanov je
v posamezni zdruZbi (o-raznolikost). To
lahko predstavimo na grafu z rarefakcijsko
krivuljo, kjer je Stevilo v vzorcu odkritih tak-
sonov funkcija Stevila sekvenc (slika 2). Na
ta nacin opiSemo bogatost zdruZbe in pre-
verimo, ali smo zajeli celotno raznolikost
vzorca. V tem primeru krivulja doseZe pla-
to, kar pomeni, da se z vecanjem Stevila sek-
venc Stevilo taksonov ne veca ve¢. Kazalca
a-raznolikosti sta tudi Chaol, ki s pomocjo
ekstrapolacije izraCunava vrstno bogatost,
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Slika 5. Povezava med opisi odnosov mikrobnih zdruzb 40 metagenomov prebavnega trakta. Metagenome
smo analizirali na razli¢nih taksonomskih in funkcionalnih nivojih in na vsakem nivoju izracunali distan¢ne
matrike razdalj med posameznimi vzorci. Dendrogram prikazuje korelacije med temi matrikami, kako se
zvetanjem taksonomske resolucije spreminjajo odnosi med vzorci znotraj posameznega nivoja, predvsem
pa ilustrira nizko povezavo med taksonomskim in funkcionalnim nivojem obravnavanih metagenomov.
Stevilke na vejistih kaZejo podporo vejanja (angl. bootstrap).
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in Simpson, ki odraZa Stevilo taksonov, kar
opredelimo z izrazom bogatost zdruZbe, ter
relativno zastopanost taksonov v vzorcu, kar
opredelimo z izrazom enakomernost zdruz-
be (82-84). TeZava pri analizi so velike asi-
metri¢ne matrike (majhno Stevilo vzorcev
in veliko Stevilo kategorij mikroorganiz-
mov) z velikim Stevilom nicel (slika 6).
Za opis razlik ali podobnosti med zdruz-
bami (B-raznolikost) uporabimo kazalce
podobnosti, s katerimi izra¢unamo matri-
ko razdalj, to pa nato uporabimo za grafi¢ni
prikaz uvr$canja zdruzb v skupine. Pri tem
uporabljamo metode, ki za izra¢un matri-
ke razdalj in testiranje znacilnosti razlik
uporabljajo evolucijsko povezanost zapore-
dij, npr. metoda UniFrac, ter kazalce raznoli-
kosti kot npr. Bray-Curtis, Morisita-Horn in
Sérensen (47, 83). Nadalje s testom HOMOVA
testiramo, ali je genetska pestrost med
dvema zdruzbama homogena in s testom
analize molekularne variance AMOVA pre-
verimo, ali je genetsko odvisna pestrost med
dvema ali ve¢ mikrobnimi zdruZbami raz-
liéna od pestrosti vseh zdruzb skupaj (38-40,

84-806). Kadar primerjamo ve¢ skupin vzor-
cev, moramo opraviti tudi popravek vec-
kratnih primerjav (87, 88). Prav tako lahko
S pristopi strojnega ucenja, kot so umetne
nevronske mreZe, naklju¢ni gozd (angl.
random forest), testi Lefse, Metastats in in-
dikatorske vrste prepoznamo taksonom-
ske ali funkcionalne skupine, ki se statistic-
no znacilno razlikujejo med vzorci (38-40,
89-91). S testom AWKS lahko testiramo pri-
sotnost taksonomskih ali funkcionalnih
skupin v razli¢nih vzorcih in to grafi¢no
predstavimo na osnovi podatkov o prisot-
nosti, Stevil¢nosti in pogostosti preiskova-
nih skupin v vzorcih (39, 92). Za grafi¢ni pri-
kaz raznolikosti lahko uporabimo metodo
glavnih komponent ali pa nemetri¢no vec-
dimenzionalno lestvicenje, ki ga lahko med
drugim izvedemo s paketom vegan v pro-
gramskem okolju R (93). Ravno tako lahko
razSirimo naSe analize na analize metabol-
nih mreZ in mreZ sopojavnosti mikroorga-
nizmov ali funkcionalnih genov z doloce-
nimi lastnostmi gostitelja ali njegovega
okolja (slika 7).

54)

Vzorci mikrobnih zdruzb (N

Operacijske taksonomske enote (OTU; N = 3.500)

Slika 6. Pregled zastopanosti in razporeditve prisotnosti in odsotnosti sekvenc po prvih 3.500 najbolj zasto-
panih operativnih taksonomskih enotah v 54 vzorcih. Najbolj zastopane skupine, ki so prisotne v vecini
vzorcev z najvecjim stevilom, so obarvane rdece (levo), ¢edalje manj zastopane skupine so obarvane sivo,
bela polja prikazujejo odsotnost dolocene operativne taksonomske enote v doloéenem vzorcu. Sama podol-
govata oblika matrike z naras¢ajocim delezem belih lis v desno smer najbolj prikaZze omenjeno numeri¢no
asimetrijo obravnavanih matrik podatkov. Za primerjavo glej sliko 2. OTU - operacijska taksonomska enota

(angl. operational taxonomic unit).
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Slika 7. Primer metabolne mreZe mikrobnih operativnih taksonomskih enot s parametri mikrobnega okolja
v prebavnem traktu. Z rdeco in zeleno barvo so oznacene statisti¢no znacilne negativne in pozitivne pove-
zave med metaboliti v okolju ter mikrobnimi operativnimi taksonomskimi enotami. S poglobljenimi anali-
zami kompleksnih grafov lahko ugotovimo, kateri mikroorganizmi ali njihovi funkcionalni geni so klju¢ni
pri medsebojnih povezavah znotraj mikrobnih zdruzb, kateri okoljski parametri klju¢no vplivajo (pozitivno
ali negativno) na dolocene mikrobne skupine ter kateri parametri so kljuéni za razlikovanje med posamez-
nimi skupinami preiskovancev. OTU - operacijska taksonomska enota (angl. operational taxonomic unit).

Pri celotni analizi podatkov se je treba

zavedati omejitev, ki izvirajo iz (92):

+ narave podatkov,

- tehnolo8ke (ne)ponovljivosti sekvencira-
nja, povezane z najmanjSimi preiskova-
nimi skupinami, ki jih Se lahko natan¢no
dolo¢imo z uporabljenim analitskim pri-
stopom in so opisane z:

+ limito sposobnosti zaznave,

- limito sposobnosti kvantifikacije,

+ limito zaznavanja praznih skupin in

+ limito linearnega odziva za posamezno

taksonomsko ali funkcionalno skupino,

 neposredne neprimerljivosti postopkov in

pribliZzne ocenitve posameznih algorit-

mov ter

+ Tazvoja statisti¢nih metod, ki zagotavljajo
doloceno statistino moc raziskav.

Narava podatkov nam kaZe presenetljivo
ugotovitev, da imamo lahko na nivoju tak-
sonomskih analiz velike razlike med prou-
Cevanimi skupinami preiskovancev, med-

tem ko mikrobne zdruZbe na nivoju funk-
cionalnih genov vsebujejo prakti¢no identi¢-
ne funkcionalne gene (95). Prav tako ugo-
tovimo, da so rutinske velikosti kohort, ki
se uporabljajo v medicini za mikrobioloske
raziskave z uporabo sekvenciranja taré¢nih
filogenetskih genov v sploSnem premajh-
ne. Za to, da bi lahko lo¢ili centroidi oz. sre-
di8¢ni tocki opisanih mikrobnih zdruZb
med zdravimi in debelimi preiskovanci za
1 %, bi morali v vsaki skupini uporabiti ve¢
kot 2.000 preiskovancev (96). Zato upo-
raba le nekaj pet ali deset preiskovancev
z zelo razli¢nimi prehranskimi, Zivljenjski-
mi navadami, cirkadianimi ritmi, socialnimi
nivoji in osebno zgodovino, kot je pogosto
zaslediti v medicinski literaturi, enostavno
ne zadostuje za poglobljene raziskave,
hkrati pa kaZe, da nekateri parametri, ki jih
spremljajo, morda niti nimajo tako obseZz-
nega vpliva. Tako se npr. kaZe, da so se spre-
membe v ¢loveski fiziologiji zgodile dva do
tri tedne prej, preden je prislo do konsistent-
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nih sprememb v strukturi mikrobnih zdruzb
ali metagenomskem funkcionalnem opisu
mikrobnih zdruZb, hkrati pa je bilo na me-
tabolomskem nivoju moZno zaznati spre-
membe mikrobne presnove veliko prej,
torej socasno s spremembami v ¢loveski fi-
ziologiji (38-40). Iz tega bi lahko izpeljali
enostaven predlog, da je pri kompleksnih
bolezenskih stanjih pomembneje, kaj mi-
kroorganizmi po¢nejo na metabolnem ni-
voju, kot pa njihova taksonomska uvrstitev.

Uporaba zacetnih oligonukleotidov pri
globokem sekvenciranju je tudi povzroci-
la, da dolgo ¢asa ni bilo nobenega napred-
ka pri odkrivanju Se preostalih mikrobnih
skupin. Namesto velikega Stevila ve¢inoma
izmiSljenih ocen raznolikosti mikrobnih
skupin iz sekvenciranja pomnoZkov je rav-
no metagenomika omogocila odkrivanje ce-
lih druZin bakterij in arhej, ki jih do takrat
ni bilo moZno opisati, saj se vezavna me-
sta za zaletne oligonukleotide v PCR eno-
stavno razlikujejo od znanih vezavnih mest
in jih torej nismo mogli zaznati s PCR (95).
Ravno kombinacija globokega sekvenci-
ranja celotnih metagenomov nam danes
omogoca rekonstrukcijo »draft genomov«
mikroorganizmov brez gojenja in njihovo
evolucijsko analizo v kontekstu do sedaj
znanih genomoyv, razvoja otokov znotraj ge-
nomov, horizontalnih prenosov ter regula-
cije ekspresije in presnove.

Razvoj algoritmov je pripeljal celotno
skupnost do tocke zavedanja raznolikosti
v rezultatih, ki je posledica uporabe razli¢-
nih algoritmov. Ni presenetljivo, da potekajo
celotne raziskave, znotraj katerih primer-
jajo razli¢ne algoritme z istimi podatki, z na-
menom standardizacije analitskih poti in
izborom algoritmov, ki dajejo najboljSe re-
zultate (96, 97).

Razvoj statisticnih metod kaZe, da Zivimo
v izredno zanimivih ¢asih, ko se tehnoloski
razvoj iz analitske kemije in mikrofluidike
zafne odraZati tudi na koli¢ini podatkov
v mikrobiologiji, s ¢imer so povezani tudi
zelo pomembni preboji pri uporabi statistic-

nih metod pri analizi tovrstnih podatkov.
Tipi izvedenih analiz se sedaj premikajo
s podroc¢ja GWAS (angl. genome wide asso-
ciation studies) na podrocja, kjer se metage-
nomski, metabolomski in genomski po-
datki integrirajo znotraj skupine ter med
skupinami podatkov. Zato mikrobiologija
kot taka danes predstavlja le eno izmed rav-
ni analize kompleksnih sistemov, kot je ¢lo-
vek. V takem sistemu medsebojno reagirajo
genom, transkriptom, proteom in metabo-
lom ¢loveka, z metagenomi, metatranskrip-
tomi, metaproteomi in metametabolomi
mikrobnih zdruZb ter njihovimi komplek-
snimi ekstracelularnimi vezikli, zunajcelic-
no DNA in mikro RNA. Odzivi sistema se
spreminjajo skozi prostor in ¢as, v odvisno-
sti od aktivnosti, prehrane, cirkadianega rit-
ma in drugih lastnosti gostitelja.

Zaradi kompleksnosti analiz nam na-
predek v tem trenutku omogoca le pristop
od zgoraj navzdol, v katerem spremljamo
mnoZice podatkov na vseh teh nivojih ter
jih integriramo v skupen model celotnega
sistema (38-40, 98-100). Potrditveni fakto-
rialni pristopi od spodaj navzgor pa so iz-
vedeni v nadzorovanih eksperimentih, kjer
mnoZice prej spremenljivih parametrov
lahko nadzorujemo in ohranjamo nespre-
menljive ter izlu§¢imo vpliv posameznih
spremenljivk, prepoznanih v sklopu pristo-
pa od zgoraj navzdol (101).

ZAKLJUCEK

Med metodami za opredeljevanje sestave
mikrobne zdruZbe v prebavnem traktu ¢lo-
veka najbolj zanesljive in povedne podatke
ponuja sekvenciranje. Med razli¢nimi izved-
bami sekvenciranja se najpogosteje uporab-
lja sekvenciranje informativnih delov
mikrobnih genomov. Za uspe$no in hitro iz-
vedbo analize so med drugimi klju¢ni de-
javniki: velikost vzorca, ustrezno ravnanje
z vzorci, uporaba kontrol, onesnaZenje z go-
stiteljevo DNA ali DNA drugih vzorcev ali
med potjo odvzema, ekvimolarna razdeli-
tev kolicine DNA pri vec vzorcih in nazadnje
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dovolj velika racunska mo¢ za izvedbo bio-
informatskih in statisti¢nih analiz. Kot
slabost se pri preucevanju vecjega Stevila
vzorcev pokaZe velik finanéni vloZek, ki je
potreben za izvedbo analize. V primeru, da
velik finan¢ni zalogaj ni omejitev in da pri-
¢akovano onesnaZenje z gostiteljevo DNA
ni preveliko, potem je smiselno na izbranih
vzorcih izvesti sekvenciranje metageno-
mov. Tako pridemo do dodatnih taksonom-
skih in funkcionalnih napovedi. Orodij, ki
omogocajo obdelavo metagenomskih podat-
kov, je veliko, saj je doti¢no podrocje izred-
no aktivno in se hitro razvija. Kljub temu do
sedaj Se ni razvitega programa, ki bi omo-
gocal poenoteno analizo podatkov sekven-
ciranja celotnega genoma. Slednje pogosto
privede do tega, da je dobljene rezultate
v razli¢nih raziskavah zelo teZko primerja-
ti med sabo.

Zaradi nepredstavljivega razvoja tehnik,
pristopov, statistike ter ne nazadnje naci-
na razmi8ljanja zato niti ni vec presenetlji-
vo, da se v skupnosti pojavlja obcutek, da
tovrstne analize niso ve¢ del mikrobiologije.
To je v bistvu napacen okvir razmiSljanja,
ki predvsem zavraca spremembe na po-
dro&ju mikrobiologije. Ce imamo pred ofmi
teZave Kocha in Pasteurja pri uveljavljanju
znanstvenega mikrobioloskega nacina raz-

miSljanja s percepcijami kemikov, fizikov in
medicincev takratnega ¢asa, se ne moremo
izogniti spoznanju, da je mikrobiologija teh-
noloSko podprta in poganjana veda, ki se
plemeniti s prestopanjem psevdotradicio-
nalnih okvirjev gojenja, z razvojem lastnih
ter s sprejemanjem idej z drugih podrocij
znanosti. Na enak nacin je v preteklosti
sprejela mikroskopijo od astronomije ter
DGGE iz medicinske analize mutacij, tako
mikrofluidiko iz kemije, strojno krmiljenje
iz elektrotehnike, robote iz strojniStva, bio-
informatiko in HPCC od racunalniStva ter
neparametricno vejo analiz iz statistike.
Sele skupek znanj z drugih podro¢ij je tako
omogocil premik mikrobiologije naprej
s podrocij, kjer je koristno delovala preteklo
stoletje, na podrocja, kjer je njena pomoc Se
toliko bolj potrebna: sladkorna bolezen
tipa 2, astma, prezgodnji porod, alergije,
kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen, de-
belost, presnovni sindrom, depresija itd.
Prav povezava znanj z razli¢nih podrocij,
ki obravnavajo razli¢ne velikostne razrede,
pa ponuja mozZnosti za bolj ciljane analize
posameznih primerov ter njihovo bolj in-
dividualno obravnavo. Na ta podrocja vsto-
pajo nove tehnologije s podrocja sekvenci-
ranja beljakovin, oligosaharidov, mascob in
drugih kompleksnih molekul.
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