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Hvad er metagenomics?

• “‘...the application of modern genomics

techniques to study the communities of 

microorganisms directly in their natural

environments, by passing the need for 

isolation and lab cultivation of individual

species” – Chen and Patcher (2005)

• Oversat

“Anvendelsen af moderne genomiske metoder 

til at studere mikrobielle samfund i deres 

naturlige miljøer og dermed springe dyrkning 

og isolering over”
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Hastigheden vi læser bakteriers DNA

Illumina NovaSeq 6000

• Køretid: ~ 44 timer (2 x S4 flow cells)

• Max kapacitet

– 20 milliarder DNA-sekvenser

– 6000 Gbp (6 Tbp)
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Kan læse 38 millioner baser i sekundet!

Forestil jer at læse disse bøger på 1/4 sekund!
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KM Ellegaard (2016) Front MicrobioC Sekse (2017) Front Microbio
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Dansk pilotprojekt

• Sammenligne geno- og fænotypiske 

resistensovervågning i danske svin

• Sammenlign forskellige prøvetagnings-strategier

• Vurder muligheden for at bruge metagenomics til 

overvågning af resistens på svinegårde

• Vurder muligheden for at måle resistens-ændringer 

som følge af antibiotika-forbrug
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P Munk et al (2017) J. Antimicro Therapy
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Det “våde” laboratorie
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Prøver der skal analyseres. Fx spildevand, 
svine- eller mennekse-lort

DNA ekstraktion fra prøve
BE Knudsen et al. (2016) 
mSystems

DNA revet til 3-400 bp

(PCR-free) DNA library prep
PCR: fugl og fisk
PCR-free: pattedyr og spildevand

NovaSeq6000

2 x 35M 150bp fragmenter = 10 Gbp

~1500 DKK 

efter ekstraktion
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Det “tørre” laboratorie
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PE DNA reads
>35M/ sample

QC, kvalitet- og

adapter-trimming

bbduk2

KMA
Reads mapped til ResFinder, 
Bakterie-genomer etc. 

Farm1 Farm2 Farm3

Ref1 17 19 14

Ref2 2 4 0

Ref3 31 0 2

Gen x sample
Tælle-matrix

Normalisering til

1) Mængde bakterie per prøve

2) Længde af gener/genomer
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EFFORT Projektet

• EFFORT = Ecology from Farm to Fork Of microbial drug Resistance and Transmission

• EU FP7 projekt som sluttede i vinteren 2018

• Tungt brug af metagenom-sekvensering til måling af resistens
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• Overvåg AMR I svin og kyllinger I 9 

europæiske lande

• Prøver fra over 9000 dyr

• 181 svine- og 178 kyllinge-gårde

• >5,000,000,000,000 bp sekvenseret
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P Munk et al (2018) - rdcu.be/3ora

AMR overvågning i stor skala
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Ordination af resistomet
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Total resistens
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Resistens fordelt på antibiotika-klasser
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Reproducerbarhed af måling

• To svine-gårde fik taget prøver 3 gange samme dag

• 3 runder a 25 individuelle prøver = 3 pools

• 91.5 – 93.3% Bray Curtis similarity (BE)

• 93.6 – 93.7% Bray Curtis similarity (NE)
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Gener med forskellig abundans
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Gener med forskellig abundans II
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Diversitet af resistensgener
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AMR gene diversity

• Alpha diversity in sample resistomes:

– Evenness (Pielou)

– Richness (Chao1)

– Diversity (Simpson)
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Faktorer der påvirker resistens-niveauet
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LV Gompel et al. (2019) J Antimicro Therapy 
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Hvad nu?
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Bestemmelse af resistens i

flere dyrearter I Europa

R Hendriksen et al (2019) Nature Comm

Supplement til dansk

AMR overvågning i dyr

Overvågning af AMR I 
spildevand i 100+ lande

Rekonstruktion af
genomer fra
metagenomer

Metagenomics

EI Olekhnovich (2018) Bioinformatics

Bestemmelse af AMR 
genomiske kontekst
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Konklusioner omkring metagenomisk AMR-måling

Cons

• Svært at optimere en enkelt DNA-ekstraktions-protokol til mange prøvetyper

• Sensitivitet er stadigvæk lavere end ved fx selektiv opdyrkning

• Det er ikke trivielt at bestemme i hvilken kontekst hvert AMR-gen sidder

Pros

• Hundredvis af resistensgener i alle bakterier kan kvantificeres separat vha. ét assay

• Metoden er præcis nok til at måle effekter af fx antibiotikaforbrug og biosecurity

• Metagenomisk data har ekstremt stort genbrugspotentiale

– Kan søge efter nyopfundne resistensgener

– Kan også detektere og kvantificere fx bakterielle arter

– Kan bruges til at opdage helt nye bakterie- og virus-arter
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Tak for jeres opmærksomhed!


