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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva tvorbou algoritmu pro detekci zvolenych genii rezistence a virulence.
Prvni ¢ast predstavuje genotypizacni metody, zminuje jejich vyuziti spolu s vyhodami a
nevyhodami. V dalsi Casti jsou predstaveny nékteré z bioinformatickych nastrojt, které
Ize pro genotypizaci pouzit. Prakticka ¢ast pak tyto nastroje vyuziva. Dale je v praktické
Casti predstavena vlastni webova aplikace umoznujici urceni sekvencniho typu spolu s
detekci genl virulence a rezistence v bakteridlnim genomu.

KLICOVA SLOVA

typizace bakterii, MLST, genotypizace, webovy nastroj pro genotypizaci

ABSTRACT

This thesis is focused on creating algorithm for detection of chosen resistance and viru-
lence genes. First part introduces genotyping methods and mentions their use, pros and
cons. In the next part, some of bioinformatics tools that can be used for genotyping
are presented. The practical part then uses these tools. Practical part is also focused
on creating new web application capable of detecting virulence and resistance genes in
bacteria as well as determining the sequence type.
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bacterial typing, MLST, genotyping, web-based genotyping tool
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Uvod

Tato prace se zabyva vytvorenim nastroje pro genotypizaci klinicky vyznamnych
bakterii. V dnesni dobé jiz neni dostacujici uré¢it, které druhy bakterii se ve vzorku
nachézeji, ale je vhodné zjistit o jaky bakterialni kmen a sekvencni typ se jedna,
pripadné porovnat podobnost mezi blizce pribuznymi bakteriemi z riznych vzorki.
Rychla a spravna identifikace patogenu je dilezita pro poskytnuti kvalitni péce paci-
entlim a zajisténi bezpecnosti nemocni¢niho prostredi v podobé monitorovani a pre-
vence nozokomialnich nakaz.

Typizovat bakterie lze pomoci fenotypovych metod, u kterych dochazi k pozo-
rovani jejich morfologie pod mikroskopem a ke kultivaci na riiznych zivych médiich,
napriklad pro urceni rezistence vuci antibiotikiim. Tyto metody vSak byvaji ¢asove
narocné a casto nedostatecné citlivé. Tyto nevyhody prekonava genotypizace.

U genotypizace dochézi k identifikaci bakterii na zakladé jejich genetického ma-
terialu. Historicky se provadéla pouze na zakladé kratkych tsekt DNA, vétsinou
pomoci polymerdzové retézové reakce (PCR). V dnesni dobé je pro typizaci bakte-
rif mozno vyuzit celogenomového sekvenovani (WGS). Diky rozsiteni sekvendtort
druhé a treti generace je WGS dostupné i pro mensi laboratore. Nastava vsak pro-
blém s analyzou, jelikoz WGS generuje velké mnozstvi dat, jenz je potfeba zpracovat,
a malé laboratore k tomu nemuseji mit dostate¢né bioinformatické zazemi.

Doslo tak k vytvoreni nékolika webovych, volné dostupnych nastroji, které ana-
Iyzu sekvencnich dat zajistuji. Existuji nastroje, které identifikuji geny rezistence
viici antibiotiktim, dalsi, které identifikuji geny virulence a dalsi, naptiklad pro ur-
c¢ovani sekvenc¢niho typu. Nevyhodou je, ze kazdy z néstroji ma pouze jednu funkci
a funguje pouze pro vybrané bakterie.

Motivaci této préace je vytvorit nastroj, ktery umozni genotypizaci klinicky vy-
znamnych bakterii a k jeho pouzivani nebude potieba mit programatorské znalosti.
Zéaroven umozni identifikaci genti rezistence, virulence a porovnani analyzovaného
genomu s lokalni databazi. Pri pouzivani by mohl zefektivnit praci laborantiim, a to
odbouranim nutnosti obsluhovat nékolik riznych néstroji a nasledného manualniho
kompletovani vysledkii.

Cilem teoretické ¢asti prace je predstavit metody, které se pro typizaci bakterii
pouzivaji a nastroje, které jsou v soucasné dobé dostupné.

Prakticka ¢ast se vénuje navrhu algoritmu detekce genti rezistence a virulence,
spolu s uréenim sekvenéniho typu metodou multilokusové sekvenéni typizace (MLST),
a to za vyuziti nastroju zminénych v teoretické ¢asti. Tyto algoritmy jsou imple-
mentovany ve vytvorené webové aplikaci a doplnény tak, af lze vysledky porovnat

s predchozimi provedenymi analyzami.
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1 Bakterialni genotypizace

Pro pochopeni principii a vyuziti bakteridlni typizace je vhodné se nejdiive seznamit
s tim, jak bakteridlni genom vypadd. Genom je soubor veskeré DNA v organismu
[1]. Genetické informace bakterii mtize byt ulozena v chromozomu a plazmidu, a ve
vétsiné pripadi se jednd pouze o jeden chromozom [2]. Ten je tvofen kruhovou dvou-
sroubovici DNA, kde jsou geny usporadany blizko sebe s minimalnim mnozstvim
nekodujici DNA. Plazmid neni nezbytnou souc¢asti bunky, ale ¢asto obsahuje geny,
které jsou pro ni vyhodné. Jedné se naptiklad o geny rezistence ¢i virulence. Velmi
podobny pojem jako genom je genotyp, soubor vSech gent a jejich variant — alel
v organismu. Chybi zde vSak nekédujici DNA. Ne u kazdého genu musi dojit k jeho
expresi, to jaké znaky organismus bude vykazovat zavisi i na vnéjsich podminkach.
Soubor vSech znak organismu se nazyva fenotyp.[1]

I bakterie stejného druhu mohou mit znac¢né odlisny fenotyp, a tim i rizny kli-
nicky vyznam. Typizace je tak obzvlast dilezita pro efektivni lécbu a diagnézu
nemocnych, kde je podstatna hlavné virulence a rezistence vicéi antibiotikiim. Viru-
lence je schopnost organismu infikovat hostitele a zpusobit onemocnéni [3]. Nalezeni
vztahil mezi jednotlivymi bakteridlnimi liniemi dale pomahé s monitorovanim epide-
miologické situace, ur¢enim ohniska infekce a s detekei siteni nozokomialnich infekci
[4].

1.1 Nesekvenacni metody typizace

Bakterie miizeme typizovat bud na zakladé jejich fenotypu, nebo genotypu. Fenoty-
pizace se vénuje hodnoceni morfologie a dalsich rysii kolonii, analyze antibiogramu
nebo sérotypizaci. Vysledky casto zavisi na pouzitém médiu a zivotnich podminkach
bakterii, napriklad teploté, pH a velikosti kolonie. Toto mtize vést k problémum s re-
produktibilitou a zaroven jsou tyto metody casové narocné, jelikoz je nutné cekat
na kultivaci bakterii. U sérotypizace je dalsim problémem nutnost pritomnosti spe-
cifickych markera. [4], [5]

Tyto nedokonalosti vedly k vyvoji genotypizacnich metod, které urcuji bakte-
ridlni typ pomoci analyzy genomu na zakladé nékolika rtznych pristupt. Nejstarsi
z nich vyuziva restrikéniho stépeni DNA a nejpouzivanéjsi metodou tohoto typu je
pulzni gelova elektroforéza (PFGE). Dalsi skupina metod vyuziva polymerazovou
retézovou reakci (PCR), a jako zastupce bude uvedena repetitivni PCR (rep-PCR).
Nejmodernéjsi pristup typizuje bakterie na zédkladé identifikaci polymorfismu v jejich

genomu. [6]
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1.1.1 Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

U metody PFGE je DNA kultivovaného izolatu rozstépena pomoci restrikénich en-
zymu na velké fragmenty, které jsou nasledné separovany v gelové matrici pomoci
pulzni elektroforézy. Ta se od konvencni elektroforézy lisi pouzitim dvou elektrickych
poli odlisného smeéru, kterd se stridave aktivuji. Toto umoznuje separaci velkych frag-
ment, které by jinak zustaly prilis blizko u sebe.[5] Tato metoda je stéle popularni
a jednd se o zlaty standard pro typizaci nékterych klinicky vyznamnych bakterii
a to hlavné z divodu jeji vysoké diskriminacni sily. Zaroven se jedna o relativné
levnou metodu, mezi jejiz nevyhody vsSak patii ¢asova naroc¢nost, nutnost kultivace
a pouziti vysoce kvalitni DNA| coz muze byt obtizné pii pouzivani lidskych vzork.

[7]

1.1.2 Repetitivni PCR (rep-PCR)

Metoda rep-PCR vyuziva primery, které hybridizuji s opakujicimi se tseky DNA
v genomu. Za pomoci PCR jsou jednotlivé tiseky DNA mezi primery zmnozeny
a vznikaji tak fragmenty riznych velikosti podle délky vybranych tseki. Ty se roz-
deli dle velikosti pomoci elektroforézy a nasledné dojde k analyze vzniklého elek-
troforeogramu, ktery je specificky pro kazdy druh bakterie. Pii pouziti kapilarni
elektroforézy jde proces zautomatizovat, ¢ehoz vyuzivaji komerc¢ni kity urcéené pro
konkrétni druhy bakterii. Mezi vyhody této metody patii vysoka rychlost, jedno-
duchost ziskani vysledku, a také to, ze staci mensi mnozstvi DNA. Mezi nevyhody
patii nizka reproduktibilita zptisobena variabilitou pouzitych reagenci a nastavenim

gelové elektroforézy. [5], [6]

1.2 Metody zaloZzené na sekvenaci

Problémy s reproduktibilitou a néslednym porovnavanim vysledktt mezi jednotli-
vymi laboratoremi prekonava typizace bakterii na zakladé sekvenace jejich DNA
7] [6].

Jelikoz sekvenovani genomu poskytuje velké mnozstvi dat, umoziuje metodam
na ném zalozenych mit mnohem vétsi diskriminac¢ni silu nez maji metody zminéné
vyse. Toho se da vyuzit pti sledovani siteni nozokomialnich infekci, detekci ohnisek
nakazy pri epidemii nebo pri uréovani zdroje kontaminace v potravinarstvi. Zaroven
odpada nutnost bakterie kultivovat, ¢imz jsou tyto metody vhodné i pro bakterie
pomalu rostouci nebo jinak obtizné kultivovatelné. Déle jsou tyto metody vhodné
pro predikci fenotypovych znakt, jako je napriklad rezistence vici antibiotiktim,

virulence nebo sérotyp. [13]
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Jednou z nevyhod je nizka standardizace postupi, kterd limituje vzajemné po-
rovnavani vysledkt. Pro nékteré bakterie vsSak jiz existuji spravované databaze, coz
umoznuje i mezinarodni spolupraci. Dalsi z nevyhod je stéle jesté nasobné vyssi
cena v porovnani s PFGE nebo rep-PCR. Cena zavisi i na tom, jaka platforma je
k sekvenovani vyuzita. Dalsi charakteristiky platforem rovnéz ovliviuji, pro kterou
typiza¢ni metodu je vhodné vysledky z nich pouzit. Z tohoto divodu néasledujici

podkapitola ¢asto pouzivané sekvenaé¢ni platformy predstavi. [13]

1.2.1 Sekvenacni platformy

Pro potteby sekvenace nukleovych kyselin bylo vyvinuto nékolik platforem, z nichz
vsak budou zminény pouze sekvenatory Illumina a Oxford Nanopore, a to z divodu
pouziti dat ziskanych pravé z nich.

Sekvenatory znacky Illumina se Tfadi mezi sekvenovani nové generace (NGS),
které je charakteristické masivni paralelizaci, jenz vede k vétsi rychlosti a nizsi cené
sekvenovani. Na obrazku je uveden strucny postup sekvenovani, jehoz prvnim
krokem je priprava knihovny. Dochézi k fragmentaci DNA, kdy jednotlivé fragmenty
maji velikost 150-600 bp. Nasleduje ligace adaptori a denaturace dsDNA na ssDNA.
Jednovlaknovda DNA pak nasedne na desticku a pomoci mustkové PCR dojde k vy-
tvoreni shlukii. Na toto navazuje denaturace dsDNA na ssDNA a pridani primert.
8], [

Samotné sekvenovani probiha tak, ze desticka je promyvana fluorescenéné zna-
¢enymi nukleotidy s terminatory, které zabranuji navazani nékolika nukleotid na-
jednou. Pomoci laseru jsou nukleotidy excitovany a fluorescence je detekovana ka-
merou. Podle barvy pak lze urcit jaky nukleotid se na dané misto navazal. Poté
dojde k odstranéni terminatori a cyklus se opakuje. Dalsim krokem je odstranéni

nasyntetizovaného vldkna a opakovani ¢teni v druhém sméru. [g], [9]
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Obr. 1.1: Schéma Illumina sekvenovani, prevzato z [10]

Sekvenovani treti generace, mezi které patti i platforma Oxford Nanopore, se od
NGS lisi hlavné tim, ze neni tfeba DNA amplifikovat a jsou mozné dlouhé délky
¢teni, coz usnadnuje nasledné zpracovani dat. [11]

Nanoporové sekvenovani je zalozeno na pruchodu nukleotidii skrz nanopér v mem-
brané a méfeni zmén elektrického proudu, schéma tohoto postupu je na obrézku (1.2
Na polymerovou membranu obsahujici nanopéry z proteinti je privedeno napéti, diky
kterému dochézi k prostupu DNA skrz péry. Rychlost tohoto prostupu kontroluji
motorové proteiny navazané na sekvenovanou dsDNA. Ty ji zaroven denaturuji na
ssDNA. Nukleotidy pravé prochazejici nanopérem vedou k charakteristickym zmeé-
nam v iontovém proudu a tyto zmény jsou pomoci pocitacovych algoritmt dekddo-
vany. [11]

Nevyhoda sekvenatori treti generace je ve vétsi chybovosti a vyssi cené. Diky
svym dlouhym ¢tenim, vSak umoznuji analyzu repetitivnich sekvenci nebo urcent,
zda se geny rezistence nachéazeji na plasmidu nebo chromozomu. Presnost vysledného

slozeného genomu lze zvysit namapovanim kratkych ¢teni ze sekvendtoru Illumina.

[12]
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Obr. 1.2: Schéma Oxford Nanopore sekvenovéni, prevzato z [11]

1.2.2 Jednolokusova sekvencni typizace

Jednolokusové sekvenéni typizace (SLST), jak uz z ndzvu vyplyva, analyzuje pouze
jeden lokus, proto je vhodné vybrat k analyze geny, které se vyznacuji dostatecnou
variabilitou, zaroven jsou vsSak pritomny u vSech identifikovanych vzorkid. Jeden
z Casto pouzivanych je gen pro 16S ribozomalni RNA (16S rRNA), ktery je pritomny
ve vSech bakteriich. Tento gen se tak vyuziva k pochopeni jejich fylogeneze a pro

taxonomické ucely. [5]

1.2.3 Multilokusova sekvencni typizace

Multilokusové sekvenéni typizace (MLST) vyuzivéa k sekvenaci nékolik z udrzovacich
genu (z anglického housekeeping genes), obvykle sedm [7]. Tyto geny jsou nezbytné
pro udrzovani zakladnich funkci a pro preziti bakterie. Zajistuji naptiklad repli-
kaci nebo opravu DNA. Jejich mutace byvaji vétSinou neutralni, jelikoz nepodléhaji
selekénimu tlaku tolik jako ostatni geny [6]. Prvnim krokem je odebrani vzorku obsa-
hujici bakterii, ktera se bude identifikovat. Jednotlivé kroky MLST shrnuje obrazek
Pro MLST neni potfeba ziskat vysoce kvalitni DNA ani pracovat s zivymi
bakteriemi, coz zvysuje bezpecnost laboratornich pracovnikll a usnadnuje ziskani
pouzitelného vzorku, napiiklad z mozkomisniho moku [I4]. Vybrané geny, obvykle

podle jiz zavedeného MLST schématu, jsou pomoci PCR amplifikovany a nasleduje
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jejich sekvenace. Ziskana data se porovnaji s databazi, ve které maji jednotlivé alely
pridélena cisla. Toto se provede pro vsechny zvolené geny a podle vysledné c¢iselné
kombinace se uréi sekvencni typ (ST) bakterie. [15], [14],[5]

PCR sekvenovani piifazeni alel ureni sekvenaéniho typu

I 3

—’ — A

_
I : veoreors i 1

oY : 3-4-1- -7-2-
. . ARLNAREND . ST 51

| — = 7
| = :

——C

DNA produkty sekvence alel alelicky profil sekvenacni typ
PCR

Obr. 1.3: Schéma metody MLST, prevzato z [15]

1.2.4 Core genome a whole genome MLST

Metoda cgMLST (z anglického core genome multilocus sequence typing) je prin-
cipialné podobnad MLST, rozsituje vsak mnozstvi geni k sekvenaci. Vyuziva geny,
které se vyskytuji u vétsiny bakteridlnich kmenti — core genome. Vyhodou tohoto
pristupu je vétsi diskriminac¢ni sila oproti MLST a moznost fylogenetické analyzy.
Nevyhodou je neptitomnost jedné centralni databaze s MLST schématy, coz vede ke
snizeni reproduktibility vysledka. [13],[5]

Metoda, ktera k analyze vyuziva celogenomového sekvenovani, se nazyva wg-
MLST (z anglického whole genome MLST). D4 se o¢ekévat, ze tato metoda piedéi
svou diskriminacni silou cgMLST, coz plati, pokud je genom osekvenovan a jednot-
liva ¢teni slozena s dostatecnou kvalitou. Metoda tak vyzaduje kvalitni referenc¢ni

genom, a proto je z hlediska bioinformatického zpracovani a znalosti naro¢néjsi.[13]
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1.2.5 Detekce bodovych mutaci

Celogenomového sekvenovani (WGS) vyuzivaji i dalsi metody, tentokrat zalozené na
detekci bodovych mutaci (SNP). Ty nachézeji vyuziti hlavné pfi rozlisovani blizce
pribuznych bakteridlnich kmenti. Jednou z moznosti je porovnavani sekvenovanych
vzorkt s referenénim blizce pribuznym genomem. Tato technika se nazyva mapovani
a umoznuje detekovat SNP, podle jejich poctu a typu lze urc¢it pribuznost jednotli-
vych vzorki. Tento pristup je vhodny, pokud je k dispozici malé mnozstvi vzorki.
Nevyhodou je omezena reprodukovatelnost, obzvlast pro bakterie, u kterych nejsou
jednoznacné urceny referencni genomy. Nutnost referencniho genomu obchazi me-
toda, kterd identifikuje SNP na zdkladé vzajemného porovnavani k-mert (sekvenci
nukleotidi o délce k). Porovnavaji se k-mery dvou rtznych sekvenci mezi sebou, a to
pro vSechny osekvenované vzorky. Tento pristup je vhodny, pokud se ocekava velka
podobnost vzorku.[13], [5]

1.2.6 Mini-MLST

Posledni zminénou metodou je mini-MLST, ktera poskytuje rychlejsi a levnéjsi al-
ternativu MLST a je méné vypocetné naroéna nez ostatni vysSe zminéné metody.
Kompromisem je jeji nizsi diskriminac¢ni sila.

Stejné jako u MLST je zde vybrano nékolik geniti, které jsou pomoci PCR ampli-
fikovany, dalsim krokem ale neni jejich sekvenace, nybrz vysokorozliSovaci analyza
krivek tani (HRM). Pfi HRM je obarvend DNA zahfivana, coz vede k jejimu rozpadu
a snizeni mérené fluorescence. Vysledna krivka tani koreluje s obsahem cytosinu, gu-
aninu a s délkou daného tseku DNA. Toto umoznuje detekci SNP a nasledné urceni
melt typu. Tato metoda je vhodna pro preventivni monitorovani epidemiologické
situace v nemocnicich nebo pro rychlou genotypizaci v pripadé podezieni na Siteni
nakazy. [10]
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2 \Vypocetni nastroje pro genotypizaci

Genotypizac¢ni metody zalozené na sekvenaci vyzaduji po uzivatelich znacné bioin-
formatické znalosti a alespon zaklady programovani. To je jedna z véci, ktera limituje
jejich rozsahlé vyuzivani. Zaroven i znali uzivatelé profituji z jednoduchych a hlavné
optimalizovanych a udrzovanych nastroji pro genotypizaci. Tato kapitola priblizi
nékolik z nich, predstavi princip jejich fungovani, poukaze na to, zda maji webovou

aplikaci a zda je mozné je integrovat do vlastniho kodu.

2.1 Basic local alignment search tool (BLAST)

BLAST je nastroj provozovany Narodnim centrem pro biotechnologické informace
(NCBI - National Center for Biotechnology Information), dostupny z https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Jedna se o nastroj k hledani homolognich
sekvenci v databazi. BLAST se déli na nékolik typt podle toho, jaka sekvence a v jaké
databdzi se hleda. Jejich prehled se nachdzi v tabulce [2.1] [17]

Tab. 2.1: Typy BLAST

typ BLAST hledana sekvence databaze
blastn nukleotidy nukleotidy
blastp protein proteiny
blastx nukleotidy proteiny
tbhlastn protein nukleotidy
tbhlastx translatované nukleotidy | translatované nukleotidy

Vzhledem k tomu, Ze se tato prace vénuje hledani gentu (nukleotidova sekvence)
v sekvencnich datech (nukleotidové sekvence), bude déle popisovan a ukazén blastn,
jehoz princip je vSsak podobny dalsim typum BLAST. Zaroven je nutné zduraznit,
7ze se nejednd o nastroj primo urceny pro genotypizaci, lze ho vSak pro hledani genii,

alel, v genomu uspésné vyuzit.

2.1.1 Princip algoritmu

K popisu fungovani BLAST je vyuzito nékolika pojmii a parametri, které jsou uve-
deny spolu s vysvétlenim v nasledujicim seznamu:

o maximal segment pair (MSP) - tisek dvou sekvenci s nejvyssim moznym skore

zarovnani pro dané sekvence;

o high scoring pair (HSP) - ¢dst dvou sekvenci s vysokym skdre zarovnéni;

e words - ¢asti sekvence o délce w;
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e T, S - minimélni skére zarovnani;

e X - hodnota zastavujici rozsitfovani zarovnani.

 bit score - normalizované skére zarovnani, tak at je porovnatelné mezi riznymi
vyhledavanimi;

e e value - predstavuje pocet riznych zarovnani o stejné nebo lepsi shodé na-
hodné se vyskytujicich v databazi;

o percent identity - procentudlni shoda daného zarovnani;

e query cover - procentudlni ¢ast hledané sekvence pouzitd v zarovnani.[18]

Nejjednodussi algoritmus vypada tak, ze se vytvori words, kterda maji s hleda-
nou sekvenci skére zarovnani vétsi nez T. Dojde k mapovano words viuci databazi
za pouziti algoritmu rychlého vyhleddvani, napt. hashovaci tabulky. Jednotliva za-
rovnavani jsou prodluzovana, dokud nedojde k poklesu skére o X. Vysledkem jsou
vSechny segmenty, které maji skére alespon S. MSP je zarovnani s nejvyssim skore.
Jednotliva skére jsou pocitana pomoci substitu¢ni matice.[19)

Tento zakladni algoritmus je déle modifikovan, tak aby bylo dosazeno optimal-
nich vysledki. Jednou z modifikaci je naptiklad prodluzovani pouze téch c¢asti, ve
kterych bylo nalezeno vice words vedle sebe. HSP jsou tak ziskdny rychleji. Dalsi

varianta umoznuje brat v potaz pri rozsifovani zarovnani i inzerci nebo deleci. [18]

2.1.2 Webové rozhrani BLAST

Hledanou sekvenci lze zadat nékolika riznymi zpiisoby, zadanim identifikac¢niho ¢isla

sekvence (accession number, gi) z NCBI, napsanim sekvence ve formatu fasta nebo

piimo nahranim souboru v tomto nebo genbank formatu. Toto zadavani probiha ve
fialové vyznaceném poli 1 na obrazku [2.1] coz je screenshot tivodni stranky nastroje
blastn. [17]
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Standard NI
m blastp blastx tblastn tblastx

BLASTN programs search nucleotide

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © ciear 1 Quefysubrangeg
Fom [ ]
Y To
ElyZ e [Browse... | No file selected. [?]

Job Title l |

Enter a descriptive title for your BLAST search o
D Align two or more sequences (2]

Choose Search Set
Database @ Standard databases (nr etc.): O rRNA/TS databases (O Genomic + transcript databases O Betacoronavirus]

O Eedmental deiabases Try experimental taxonomic nt databases T

For more info see What are taxonomic nt databases?

l Nucleotide collection (nr/nt) 2 |0
Organism
il [ | exclude
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown e
Exclude (] Models (XM/XP) (] uncultured/environmental sample sequences 2
Optional
Limit to (] sequences from type material
Optional
Entrez Query [ | Youl I} create custom database
Optional

Enter an Entrez query to limit search e

Program Selection

Optimize for @® Highly similar sequences (megablast)
O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
O somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm e

BLAST Search database nt using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

E Show results in a new window

= Algorithm parameters

Obr. 2.1: Uvodn{ stranka blastn, dostupné z [20]

Vyznacené pole 2 v tomtéz obrazku znaci ¢ast, ve které se da specifikovat to,
v jaké databazi se budou hledat podobné sekvence. V zakladnim nastaveni se jedné
o neredundantni nukleotidové databaze NCBI, v rozbalovacim seznamu je moznost
specifikovat, které konkrétni databaze maji byt pouzity — napi. databaze referencnich
sekvenci. Pti zadani organismu v dalsi ¢asti lze prohledavat pouze sekvence k nému
patiici. Stejné tak lze organismus z vyhleddvani zcela vytadit. [17]

Mezi dalsi parametry, které jdou u blastn zvolit, patii napriklad skérovaci pa-
rametry, maximalni pocet zobrazovanych vysledki nebo minimalni velikost e-value.
[17]

Vysledkem blastn je seznam zarovnanych sekvenci rozsifeny o nékolik parame-

tra. Jak je vidét na obrazku patii mezi né jiz vySe zminénd e-value, ddle
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percent identity a query cover. Podle vsech zobrazenych parametri lze vysledky

také filtrovat a vSechna zarovnani jsou rovnéz k dispozici ke stazeni. [17]

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns > Show e
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
- N Max  Total Query E Per.
Desc:plmn Sclenl\ﬁiName Score | Score | Cover | vatue | Ident |2 'Len Al
- - - - -
Klebsiella pneumaoniae strain SCM36 plasmid pSCM96-2, complete sequence Klebsiella pneu 1502 1502 100% 00 100.00% 46161 CP0287181

Escherichia coli N17-00233 blaNDM gene for subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-19, complete CDS  Escherichia coli 1502 1502 100% 0.0 100.00% 813  NG_055498.1

Escherichia coli strain N17-00233 subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-19 (blaNDM) gene, blaNDM-19... Escherichia coli 1502 1502 100% 0.0 100.00% 813  MF370080.1

Klebsiella pneumoniae strain 65 chromosome Klebsiella pneu... 1502 1502 100% 0.0 100.00% 5676449 CP128442.1
Escherichia coli strain LAU-NDM19 plasmid pLAU-NDM19, complete sequence Escherichia coli 1502 1502 100% 0.0 100.00% 47332 CP074195.1
Enterobacter cloacae C158 plasmid pC158-NDM7-IncX3, complete sequence Enterobacter clo . 1486 1496 100% 0.0 9988% 45187 MN175471.1
Escherichia coli plasmid pHN4109¢c_complete sequence Escherichia coli 1496 1496 100% 00 99.88% 49828 MK086485 1

Klebsiella pneumoniae isolate 83554f92-b38d-1129-8998-68b593768938 genome assembly,_plasmid: p14A_ .. Klebsiella pneu 1496 1496 100% 00 99.88% 44885 LR6971261

Escherichia coli strain AHMEC71 plasmid pHNAH671, complete sequence Escherichia coli 1486 1496 100% 0.0 9988% 46161 MH286948.1

Shigella sonnei strain KR23 subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-7 (blaNDM) gene, blaNDM-7 allele, c... Shigella sonnei 1496 1496 100% 0.0 99.88% 813 MK834314.1

Shigella sonnei strain KR22 subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-7 (blaNDM) gene, blaNDM-7 allele, c... Shigella sonnei 1496 1496 100% 0.0 99.88% 813 MK&34313 1

Shigella sonnei strain KRO7 subclass B1 metallo-beta-lactamase NDM-7 (blaNDM)_gene. blaNDM-7 allele, c... Shigella sonnei 1496 1496 100% 00 99.88% 813 MK834312.1

Escherichia coli strain JNO5 plasmid pJNOSNDM7 . complete sequence Escherichia coli 1496 1496 100% 0.0 99.88% 46161 MH523639.1

Escherichia coli strain EC25 plasmid pEC25_NDM-7. complete sequence Escherichia coli 1496 1496 100% 00  9988% 46161 CP0351251

Escherichia coli strain EK466 metallo-beta-lactamase NDM-7 (blaNDM) gene, blaNDM-7 allele, complete cds Escherichia coli 1496 1496 100% 0.0  99.88% 813  MG701316.1

NN ECECE< N << NN N H<N<H<N<H<]

Klebsiella pneumoniae strain JNM10C3 plasmid pKJNM10C3 2 Klebsiella pneu 1496 1496 100% 00 99.88% 276504 CP0308781
Klebsiella pneumoniae strain JNM10C3 plasmid pKJNM10C3 1 Klebsiella pneu. 1496 1496 100% 00 99.88% 190163 CP0308761
Escherichia coli strain CFSAN064035 plasmid pGMI17-003_4. complete sequence Escherichia coli 1496 1496 100% 0.0 99.88% 46157 CP031138.1
Escherichia coli strain CCUG 70745 plasmid pEco70745_2 Escherichia coli 1496 1496 100% 0.0 9988% 44106 CP023260.1

Obr. 2.2: Stranka s vysledky blastn

BLAST je k dispozici nejen jako webovy nastroj, 1ze ho také stdhnout a pouzivat
lokalné. Stazeny umoznuje rychly a efektivni pristup pomoci prikazového radku nebo
integraci do svého programu. Hlavni vyhodou je vSsak moznost vytvoreni vlastni da-
tabéaze, ve které se podobné sekvence hledaji. Tato funkce umoznuje BLAST vyuzit
i pro genotypizaci, kdy se ze sekvenacnich dat vytvori databaze a v ni jsou hledany

znamé geny, pripadné jejich alely. [17]

2.2 ResFinder

ResFinder je néstroj provozovany Centrem pro genomickou epidemiologii (CGE — Cen-
ter for Genomic Epidemiology), dostupny zhttp://genepi.food.dtu.dk/resfinder,
a urCeny pro detekci genu antimikrobidlni rezistence (AMR geny). Byl vyvinut za
ucelem zpristupnéni analyzy sekvenacnich dat i méné zkusenym uzivatelim a labo-
ratornim pracovnikiim. Uzivatelské rozhrani webu je proto jednoduché a prehledné.
Zaroven je k dispozici verze ke stazeni pro pouzivani pomoci piikazového radku. Je

urcena pro opera¢ni systém Linux. [21]
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2.2.1 Princip nastroje

Néstroj se skladé ze ¢tyr databazi viz tabulka[2.2] Databézi je myslena strukturovana
sbirka vzajemné souvisejicich dat, ¢asto v textovém formétu. Jedna se o databazi:
o ResFinder, ktera obsahuje ziskané AMR, geny.
o PointFinder obsahujici mutace chromozamalnich gent zptsobujicich AMR.
o pro urceni fenotypu na zakladé genotypu.
e panell pro in silico druhové specifické antibiogramy.

Tyto databdze lze stdhnout samostatné a pouzit k vlastni analyze. [21]

Tab. 2.2: Prehled databéazi nastroje ResFinder

databaze bakterialni databaze
ResFinder-AMR geny nezavislé
Campylobacter

Enterococcus faecalis, faecium
Escherichia coli
Helicobacter pylori
PointFinder — chromozomalni mutace chibszella .
Muycobacterium tuberculosis
Neisseria gonorrhoeae
Plasmodium falciparum
Salmonella

Staphylococcus aureus

fenotyp z genotypu nezavislé

Campylobacter
Campylobacter jejuni, coli
Enterococcus faecalis, faecium

panely pro in silico antibiogramy Escherichia coli
Mycobacterium tuberculosis

Salmonella

Staphylococcus aureus

Nastroj ResFinder pracuje se sestavenym genomem ve forméatu fasta nebo s jed-
notlivymi ¢tenimi ve formatu fastq. Hledaji se nejlepsi shody v databazich s nahra-
nymi daty. Pro tato porovnavani je v pripadé sestaveného genomu vyuzit BLAST
a pro nesestavena data je vyuzito metody zarovnani k-mer (KMA, k-mer alignment).
KMA je metoda vyvinuta pro mapovani ¢teni viuci redundantni databézi [22], jako
je napiiklad databdze ResFinder. [21]
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Nasledné je z téchto nalezenych genti a mutaci predpovézen fenotyp. Zde je nutné
brat v potaz, ze ResFinder a jemu podobné nastroje odhali rezistenci pouze v pri-
padé, Ze je jiz znam gen nebo mutace, které ji zptusobuje a jsou zavedeny v databézi.
Nedojde tak k odhaleni nové vzniklych mechanismt rezistence nebo rezistence za-
vislé na samotné stavbé bakterie, jako je napt. chybéjici struktura, na kterou dané

antibiotikum cili nebo tlustd bunécné sténa. [21]

2.2.2 Webové rozhrani ResFinder

Na obrazku 2.3l ukazujicim hlavni stranku webové verze ResFinderu, se nachazi néko-
lik volitelnych parametrii, které urcuji, co bude povazovano za shodu pti hledani genti

v databdzi. Konkrétné se jednd o parametry Treshold for %ID a Minimum length,

které odpovidaji, ve stejném poradi, parametrim percent identity a query cover,

zminénych v predchozi kapitole o nastroji BLAST.

Z4dny z téchto parametrl nelze nastavit libovolné, je nutno vybrat prednasta-
venou hodnotu z rozbalovaciho seznamu. Stejné tak je nutno specifikovat, zda je
nahravan sestaveny genom nebo jednotliva c¢teni, ktera se jesté rozlisuji na ¢teni
nanopérova a nenanoporova. Poslednim z povinnych parametri je vybér druhu bak-

terie.

ResFinder

Version
450 v
ResFinder identifies acquired genes and/or finds chromosomal mutations mediating antimicrobial resistance in total or partial DNA sequence of bacteria.

ResFinder software: (2024-03-22)
ResFinder database: (2024-03-22)
PointFinder database: (2024-03-08)
DisinFinder database: (2023-05-31)

Chromosomal point mutations: Acquired antimicrobial resistance genes: Species and input data type:
‘Threshold for %ID Threshold for %ID Select species

90% v 90% v Other v
Minimum length Minimum length Select input type

60% v 60% v FASTA (Assembled Genome/Contigs) v

Disinfectant: Upload and submit job:

Email (Get email, when finished - Optional):

‘Threshold for %ID

o “ Files (The sum of uploaded file sizes cannot exceed 1 gb):

Minimum length Browse...] Nofile selected

Browse... | No file selected.

Submit Job

60% v

Obr. 2.3: Hlavni stranka néstroje ResFinder, dostupné z [23]

Vysledky jsou zobrazeny jako webova stranka, obrdzek [2.4] ve kterém jsou jed-

notlivé ¢asti pro prehlednost zkraceny. Zaroven je vsak moznost vysledky stahnout
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ve formé textovych souborii, které jsou vysledkem i v ptripadé pouziti stazené verze
ResFinderu.

V prvni ¢sti obrazku [2.4]1ze vidét predikei fenotypu bakterie. Jednd se o seznam
antibiotik spolu s jejich tiidou a graficky vyznacenou odpovidajici rezistenci. Je
zminén i gen, na jehoz zakladé byla rezistence predikovana. Informace o ném jsou
vice rozepsany v dalsi casti, kde se lze dozvédét, s jakou procentudlni shodou byl
nalezen (identity) a jaka je délka zarovnani (alignment length). Mezi dalsi informace
patii, jakou fenotypovou rezistenci predikuje a pokud je k dispozici, tak ¢islo ¢lanku,
ktery se tomu vénuje. Vysledky chromozomalnich mutaci jsou prezentovany obdobné.

Phenotypes © Hide

oo T

Antimicrobial Class WGS-predicted phenotype Genetic background
ciprofloxacin quinolone Resistant 0qxB;1;EU370913
nalidixic acid quinolone Resistant 0qxB; 1;EU370913

Acquired AMR gene hits © Hide

Alignment
Identity  length/gene
length

Position in
reference

Resistance
P Contig or depth Position in contig Phenotype PMID  Accession no. Notes
NZ_CP072938.1 Kiebsiella
blaSHV-185  99.77% 861/ 1..861 pneumoniae strain KP2723 2909639...2910499  [unknown beta-lactam] unpublished KM233164 Class A
chromosome, complete genome

NZ_CP072938.1 Klebsiella [amoxicilli, 'ampicillin,
blaSHV-11  99.77% 861/ 1..861 pneumoniae strain KP2723 2909639..2910499 ‘piperacilln, ‘ticarcilln, 9145849  X98101 Class A
chromosome, complete genome ‘cephalothin]
Downloads
Table downloads
Download phenotypetable (txt
Download acquired AMR gene results:
Resultsastext Hitin genome sequences  Resistance gene sequences  Results as tabseperated file

Download Chromosomal point mutation results:

Results as tabseperated file  Results s text file

Input Parameters
Input File 1: NZ_CP072938.1 fasta

Acquired antimicrobial resistance genes
Threshold for ID: 90.0 %
Minimum length: 60.0 %

Species and input data type
Selected species: Other

Database versions
ResFinder-2.3.1

Obr. 2.4: Stranka s vysledky nastroje ResFinder

2.3 BIGSdb-Pasteur

BIGSdb (Bacterial Isolate Genome Sequence database) je software vytvoren Ox-
fordskou univerzitou pro analyzu a ukldadani sekvenacnich dat z bakterialnich izo-
latd. BIGSdbPasteur je webova platforma vyuzivajici tohoto softwaru, dostupné
z https://bigsdb.pasteur.fr/| a provozuje ji Institut Pasteur.

Nachézi se na ni velké mnozstvi soukromych i verejnych databazi genomovych
sekvenci zalozenych na MLST, cgMLST a dalsich doplinkovych schématech. Mo-

mentalné je zde verejné dostupnych 13 aktivnich databazi pro jednotlivé bakterie.
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Vzhledem k jejimu pouziti dale v této praci bude blize predstavena databéaze pro bak-
terii Klebsiella Pneumoniae, kterd ma dvé hlavni c¢asti. Prvni obsahuje jednotlivé
nahrané genomy spolu s informacemi o daném izolatu a druha sekvence existujicich
alel s typiza¢nimi schématy.

Databaze izolatu zahrnuje v soucasnosti vice nez 44 000 zéznamu [24], obsahu-
jicich slozené sekvence a data informujici o kvalité daného sekvenovani a sestaveni
genomu. Krom toho zaznamy obsahuji také metadata tykajici se puvodu izolatu,
z jaké laboratofe pochazi a podobné. Obrazek ukazuje kompletni stranku jed-
noho zaznamu s uvadénymi informacemi. V celé databédzi jde pomoci téchto poli

vyhledavat a filtrovat.

§) INSTITUT ABO ACT WHAT'S NEW G B
( PASTEUR HOME ABOUT US CONTAC WHAT'S NEW REGISTER «L:.

Home > Organism > Klebsiella PasteurMLST > Isolate information

Full information on isolate Kp3115640027 (id:58236)

FH Pr DVE‘HaHCE/pllHlEllV metadata

wer

id: 58236 isolation year: 2023
isolate: Kp3115640027 city: CAEN

sender: Coraline Bernachot, UR1311 Inserm country: France

Dynamicure Université Caen Normandie continent: Europe

curator: Auto Tagger source type: Human

update history: |2 updates show details host: Human

date entered: 2024-01-26 source details: Urinary

datestamp: 2024-01-26 infection: Infection
taxonomic designation: K. pneumoniae source lab: Frangois GRAVEY gravey-f@chu-caen fr

resistance info: ESBL

& Sequence bin

contigs: 77 N50: 210,640 N95: 27452
total length: 5,534,893 bp L50: 10 L95: 37
max length: 466,745 bp N90: 44,115 loci tagged: 711
mean length: 71,882 bp L90: 29
Q Annotation quahty meifrics

Scheme completion

IR = o
mm

MLST
Ribosomal MLST 53 53 100 \/
scgMLST629 S 629 624 99 v

Obr. 2.5: Ukdzka zdznamu izolatu z BIGSdbPasteur, dostupné z [24]

Databdzi alel, jejiz domovskd strana je ukdzéna na obrazku [2.0] 1ze dale rozdé-
lit na nékolik ¢asti podle jejich funkce, kdy prvni dilezitou funkei, pole 1 obrazku
2.6, je moznost vyhledani alel pritomnych ve zvolené sekvenci a pfipadné uréeni

sekvencniho typu. Je moznost zadat cely slozeny genom, jednotlivé kontigy, anebo
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hromadné vyhledavat pro nékolik nezavislych sekvenci. Nezavislé sekvence lze za-
dat pro vyhledavani pouze ve formatu fasta, zatimco pfi jednom vzorku lze zadat
i identifikacni ¢islo sekvence z Genbank. Vyhledavani pritomnych alel opét v pozadi
vyuziva BLAST algoritmu. Zpusob zaddvani spolu s vysledky lze vidét na obrazku

Vystupy jsou zdroven k dispozici ke stazeni.

Klebsiella locus/sequence definitions database

P) INSTITUT ABO ACT WHAT'S NEW G 3
( PASTEUR HOME ABOUT US CONTAC WHAT'S NEW REGISTER «f.,

EVEry TIEW I T UepOSIIEU T S Ugdiduase snou nave @ Conmesponuimy recoru i ime rsoEte uaidoase:”

=) LOG IN
Query a sequence 1

XL SUBMISSIONS

Single sequence

Query a single sequence or whole genome assembly to identify allelic 1 DOWNLOADS _
matches —

Allele sequences 2
Batch sequences Allelic profiles g
Query multiple independent sequences in FASTA format to identify allelic
matches.

(2 EXPORT 3 +

Find alleles

l~ ANALYSIS ar
By specific criteria 2

£t CUSTOMISE aF
Find alleles by matching critena (all loci together)

© INFORMATION ar

By locus

Select, analyse and download specific alleles from a single locus.

Search for allelic profiles

By specific criteria

Search, browse or enter list of profiles

By allelic profile

This can include partial matches to find related profiles

In a batch

Look up multiple allelic profiles together.

Obr. 2.6: Stranka databaze alel Klebsielly pneumoniae na BIGSdbPasteur, [26]
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Please select locus/scheme Order results by

MLST v locus v
Enter query sequence (single or multiple contigs up to whole genome In size) Alternatively upload FASTA file
Select FASTAfile: (@)
Click to select or drag and drop
or enter Genbank accession
Ve
Action

RESET SUBMIT

Uploaded file: id-49 fas

7 exact matches found.

[Locus|Allele|Length| __ Contig __|Start position| End position| Flags|

gapA 18 450 897313 contig 2 170388 170837
infB 22 318 897346 _contig 15 96678 96995
mdh 26 477 897346 contig 15 34330 34806
pgi 63 432 897322 contig 3 320308 320739
phoE 85 420 897311 contig 31 37477 37896
rpoB 20 501 897339 _contig 17 27854 28354
tonB 51 414 897334 contig 12 834405 834818

Only exact matches are shown above. If a locus does not have an exact match, try querying specifically against that locus to find the closest match.

B &
Text Excel

MLST
it Maiching profile

ST: 414

Obr. 2.7: Vyhledavani alel na BIGSdbPasteur a jeho vysledky

Dalsi uzitecnou funkci je moznost stazeni sekvenci jednotlivych alel, pole 2 na
obrazku [2.6, Daji se stahnou jednotlivé a lze je vyhledavat podle nazvu prislusného
lokusu, jejich id, délky a rtizné kombinace téchto a dalsich identifikacnich parametri.
Dalsi z moznosti je zobragzit si rovnou celé schéma a stahnout alely do ného patricich
lokust [25]. Toto je ukdzéno na obrézku Sekvence jsou stahovany ve formatu

fasta.
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Ao 17 AlL Loci
- L] Virulence & resistance schemes

- L] AbST
- [, CbST
i RmST
- [ SmST
L YbST
k- || Other schemes
i MLST
- .| Aminoglycoside resistance genes
l..] Beta-lactamase genes
- L] cgMLST_Kpl
MLST
DPlease cite
load | Type Alleles|  Length (setting) Full Curator(s)
gt me/product pdated
gapA DNA 343  Variable: (440 min; 460 F. Comandatore, M. Hennart, I. Lohr, C 2024-01-
max) Rodrigues 12
infB & DNA 264 Variable: (308 min; 328 316 319 F. Comandatore, M. Hennart, |. Lohr, C 2023-11-
max) Rodrigues 21
mdh & DNA 482  Variable: (465 min; 487 465 480 F. Comandatore, M_Hennart, | Lohr, C 2024-01-
max) Rodrigues 24
pai &, DNA 414 Variable: (422 min; 442 476 434 F. Comandatore, M. Hennart, I. Lohr, C 2024-01-
max) Rodrigues 19
phoE & DNA 639  Variable: (410 min; 430 411 421 F. Comandatore, M. Hennart, |. Lohr, C 2024-01-
max) Rodrigues 24
rpoB & DNA 370 Variable: (491 min; 511 485 504 F. Comandatore, M_Hennart, | Lohr, C 2024-01-
max) Rodrigues 24
tonB & DNA 928  Variable: (390 min; 432 390 433 F. Comandatore, M. Hennart, I. Lohr, C 2024-01-

max) Rodrigues 24

Obr. 2.8: Stazeni schémat na BIGSdbPasteur

Posledni zminénou funkci je moznost dohledani nebo stazeni alelickych profili
u jednotlivych schémat. Jednd o pole 3 na obrazku[2.6] Je moznost zobrazit ¢isla alel,
které tvori konkrétni sekvenéni typ, nebo naopak, pri znalosti ¢isla alel se daji vyfil-
trovat sekvenéni typy, které je obsahuji. Dalsi variantou je stazeni vSech sekvenc¢nich
typt s korespondujici kombinaci ¢isel alel, coz bude blize ukazano v praktické casti

této prace.
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3 Frameworky pro tvorbu webové aplikace

Frameworky jsou sady nastroji a knihoven, které pomahaji vyvojarim rychleji
a efektivnéji vytvaret webové aplikace. Poskytuji strukturovany zptisob organizace
kodu a nabizi fadu funkci, které usnadni vyvoj webovych aplikaci. Jedna se napfti-
klad o implementaci formulait nebo zajistovani prihlasovani uzivatell a zabezpeceni
jejich hesel. Dalsi podstatnou funkei je moznost Sablon pro dynamické generovani
HTML.

Mezi populérni frameworky pro Python patii Django a Flask. Django je vyso-
kourovnovy webovy framework a poskytuje tak mnoho vestavénych funkci. Proto je
vhodny pro komplexnéjsi webové aplikace. [27]

Flask je mikroframework, coz znamena, ze je jednoduchy, ale lehce rozsititelny.
Nabizi tak vétsi flexibilitu a jednoduchost pro mensi projekty. Jeho dalsi vyhodou je
potieba mensitho mnozstvi kodu. Z tohoto divodu byl vybran jako framework pro

pouziti pti vyvoji nastroje BaGeTo - Bacterial Gentyping Tool. [2§]
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4 \Vlastni webovy nastroj BaGeTo

BaGeTo — Bacterial Genotyping Tool je webovy néstroj integrujici uréovani ST,
hledani gent rezistence a hledani genii virulence pro rtizné bakterie. V soucasné
podobé zvladne analyzovat bakterie Klebsiella pneumoniae a Staphylococcus aureus.
Je vSak navrzen tak, aby pridavani dalsich bakterii bylo snadné.

BaGeTo vyuziva jiz vytvorenych néstrojit a spojuje je pro analyzu bakterialniho
genomu na jednom misté. Konkrétné se jedna o nastroj BLAST, ktery je pouzit pro
urcovani, kterd alela se v analyzovaném genomu nachézi a o nastroj ResFinder pro
vyhledani genti rezistence vuci antibiotikiim a predikci fenotypu.

Tato kapitola se vénuje predstaveni jednotlivych ¢asti nastroje a priblizeni vnitini
logiky algoritmu. Zaroven jsou zde u relevantnich sekci ukézany grafické vystupy

nastroje BaGeTo.

4.1 Serverova cast

Serverova ¢ast nastroje zajistuje provedeni analyzy, uchovavani vysledki v internich
databazich a pripravu vysledki k zobrazeni uzivateli. Ten nemiize ovliviiovat server
jinak nez prostfednictvim klientské ¢asti, coz zarucuje vétsi bezpecnost a reprodukti-
bilitu vysledkt. Obrazek znazornuje interakci mezi klientem a serverem. Nastroj
je schopen analyzovat bakteridlni genom nahrany v jednom souboru fasta formatu.
Genom musi byt slozen alespon do podoby kontigt.

serverova cast klientska ¢ast

([ vstup uzivatele |

I

| analyza
I

i specifikace analyzy

I

I

I

I

ur¢eni sekvencniho typu

ptiprava HTML s ! zobrazeni vysledkt

druh bakterie vysledky uZivateli

identifikace gent virulence

bakteridlni genom <

:\—/!I

I

identifikace gent rezistence I |
I

I

Obr. 4.1: Prehled vytvoreného algoritmu

4.1.1 Urceni sekvenéniho typu

Tato c¢ast algoritmu se vénuje urcovani sekvenéniho typu MLST z nahraného bak-
teridlniho genomu. Blokové schéma lze najit na obrdzku Algoritmus vyuziva

lokalné stazeného nastroje BLAST verze 2.14.14, sekvence vsech alel pro jednotlivé
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lokusy a alelicky profil pro MLST. Pro Klebsiellu pneumoniae byly alely a schéma
stazeny z BIGSdbPasteur a pro Staphylococcus aureus z databaze PubMLST.

bakteridlni genom.fasta

!

vytvofeni BLAST databéze

!

sekvence alel MLST geni ——»{BLAST [«

!

urceni alely s nejlepsi shodou

!

ziskani Cisla alely

Asnyo[ Auyoaga oxd

alelicky profil F——.

urCeni ST | [tabulka gent s nalezenou alelou

Obr. 4.2: Blokové schéma urcovani sekvencéniho typu

V prvnim kroku dojde k vytvoreni databaze z nahraného genomu tak, aby bylo
mozno hledat zarovnani pomoci BLAST. Néasledné dojde k vybrani spravného typi-
zacniho schématu na zakladé druhu bakterie, ktery uzivatel poskytl. Pro Klebsiellu
pneumoniae je v MLST sedm lokust. Pro kazdy z nich dojde k vyhledavani vsech
prislusnych alel ve vytvorené databdzi pomoci BLAST. Z divodu néasledné filtrace
a dalstho zpracovani jsou ziskané vysledky nacteny jako datovy typ DataFrame. Jako
alela, kterd se na daném lokusu nachézi, je vybrana ta se 100% shodou. V pripadé, ze
existuje vice takovych alel, je zvolena ta s nejvyssim skére zarovnani. Toto probéhne
pro vsechny lokusy v daném schématu.

Alely byly stazeny z verejnych databédzi ve formatu fasta, kdy hlavicka je ve
formatu lokus_Cislo-alely. Pomoci regularnich vyrazi se extrahuje ¢islo dané
alely, nacez dojde k ulozeni téchto cisel ve specifickém poradi. Kazdy sekvencéni typ
ma toto poradi unikatni. Na obrazku jde vidét, jak vypada stazeny alelicky
profil MLST z BIGSdbPasteur. Dojde k prohledani tohoto souboru a urceni sek-
vencniho typu bakterie. Toto, spolu s ¢isly jednotlivych alel je ulozeno do souboru

druh MLST results.csv, kde kazdy radek odpovida jedné probéhlé analyze. Tento
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soubor je pouzit k porovnani vzorku s predchozimi analyzovanymi. Pokud nebyly
nalezeny alely pro vSechny lokusy v typiza¢nim schématu, je vracena tabulka s ale-
lami, které nalezené byly a informace, ze nebylo mozné ST urcit. Tato analyza se
neukladd do souboru druh_MLST_results.csv.

ST Eaph infB mdh pgi phokE rpoB tonB
1 4 4 1 1 ¥ 4 10
2 3 4 1 1 9 4 17
3 5 5 1 1 g9 6 11
6785 2 1 2 1 10 4 916
6786 6 3 1 1 632 1 4
6787 3 266 2 4 1 46 4

Obr. 4.3: Ukézka alelického profilu MLST

Déle je vygenerovana heatmapa, ve které je dany vzorek porovnan se zdznamy
z interni databéze, kterd je reprezentovéna vyse zminénym souborem. Na obrazku.4]
je znadzornéna podobnost jednotlivych vzorkt pomoci dendrogramu. Soucasny vzorek
je oznacen Sedym polem lokalizovanym mezi dendogramem a samotnou heatmapou.
Popisky jednotlivych zaznamt se sestavaji ze sekvencéniho typu a nazvu nahraného
souboru. Na okraji obrazku se nachazi napis informujici o nazvu souboru nahraného
k analyze a jaky druh bakterie uzivatel zvolil.

. I I O I
I -+
O e
I
-- --- ST 55 NZ_CP084825.1
_: -- - -ST45 | NZ_CP084856.1
[ [ Eype—
----- ST 37 | NZ_CP083445.1
----- ST 660 | NZ_CP072938.1

T | -
----- a1 i

NZ_CP084497.1

NZ_CP084492.1

NZ_CP017994.1

CP151759.1

p

Klebsiella pneumoniae - CP151759.1.fasta

gapA -
infB -
phoE -
rpoB
tonB -

Obr. 4.4: Vygenerovany obrazek pro porovnani sekvencéniho typu
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4.1.2 Identifikace genti rezistence

Pro identifikaci genu rezistence a néaslednou predikci fenotypové rezistence k anti-
biotikiim byl vyuzit nastroj ResFinder verze 4.4.2 od CGE, dostupny pod licenci
Apache2.0. [26]

Pro vyhledavani jsou pouzivany parametry o stejné hodnoté jako ty prednasta-
vené u webové verze. Konkrétné se jedna o Threshold for %ID alespon 90 % a para-
metr Minimum length rovno 60 %. Déle dojde k vytvoreni slozky resfinder results,
do které se ulozi vysledky vyhledavani. Vice informaci k vysledkiim a jednotlivym

parametrim ResFinderu se nachazi v kapitole 2.2

4.1.3 Identifikace genii virulence

Identifikace genii virulence probiha podobné jako urcovani alel pii MLST viz obrazek
[4.5] Sekvence alel hledanych genti ve formétu fasta byly pro Klebsiellu pneumoniae
stazeny z BIGSdbPasteura, a pro Staphylococus aureus z databaze nastroje Virulen-
ceFinder. Byl vytvoren pomocny soubor obsahujici pravé jednu alelu kazdého genu,
ktery byl pouzit pro prvotni urceni, zda se gen v daném vzorku nachazi nebo ne.
Pro vsechny geny, u kterych BLAST nasel shodu s danym genomem, dochéazi k dal-
simu vyhledavani. Zde jiz do BLAST vstupuje soubor se vSemi alelami daného genu.
Nésledné jsou generovany dvé tabulky, jedna s geny u nichz bylo zjisténo ¢islo alely
a druha pro geny, kde byla nalezena shoda vyssi nez shoda pozadovana uzivatelem,

ale mensi nez 100 %.

bakteridlni genom

vzorek genu virulence BLAST

pro vSechny detekované geny

vSechny alely genu BLAST
alely se 100% ne alela s nejvyssi
shodou shodou
existuji
uloZeni do databdze volitelny vystup

Obr. 4.5: Blokové schéma zjistovani pritomnosti genti virulence
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V dalsi ¢asti dojde k ulozeni nalezenych genti do souboru druh_virulence.csv.
Hlavicka souboru obsahuje nazvy jednotlivych genii a jejich pritomnost v genomu
je znacena cislem 1, nepritomnost ¢islem 0. Zaroven se uklddd i nazev souboru
s genomem. Soubor druh_virulence.csv je vyuzit k porovnavani s predchozimi
analyzovanymi vzorky a podobné jako u urcovani ST je vygenerovana heatmapa
s dendogramem. P1i tvorbé dendrogramu je v obou pripadech pro vypocet distanc¢ni

matice pouzita Jaccardova vzdalenost.

4.1.4 Vytvoreni HTML stranky s vysledky

V této casti dochazi k prave dat a k jejich odeslani do klientské ¢asti nastroje. Pro
vsechny tabulky, které jsou prevadény do HTML, jsou aplikovany kaskadové styly
zajistujici prijemnéjsi a prehlednéjsi grafické zobrazeni.

U dat z urcovani ST dojde k otiznuti bilé plochy nad vygenerovanou heatma-
pou, ktera vznika skrytim barevné skaly. Zaroven dojde k prevedeni dat ze souboru
druh MLST results.csv do HTML tabulky a k jejich setazeni, aby odpovidalo po-
fadi v heatmapé. ST daného genomu je také vracen.

U genti virulence se jedna o podobny proces, kdy vygenerovana heatmapa je
opét zbavena bilé plochy a jsou vytvoreny dvé HT'ML tabulky. Prvni obsahuje geny,
u kterych byla nalezena alela se 100% presnosti a druhd, ve které se nachézeji geny
s minimalni shodou zadanou uzivatelem.

Pro geny rezistence dojde ke zpracovani textovych soubori vysledkll generova-
nych nastrojem ResFinder. U jednotlivych soubori je z textu extrahovana tabulka
s predikovanym fenotypem, nalezenymi geny rezistence a tabulka s chromozomalnimi
mutacemi. Tabulka fenotypu je nasledné sefazena tak, at jsou antibiotika, pro kterd
je rezistence predikovana, nahore. Tyto fadky jsou zaroven pii prevodu do HTML
obarveny cervené. Zobrazeni antibiotik, pro které rezistence predikovana neni, je
volitelné. Ostatni tabulky jsou taktéz prevedeny do HTML.

4.2 Klientska cast

Tato ¢ast nastroje obsahuje kod tykajici se interakce s uzivatelem a zaroven se jedna
o data, ke kterym ma uzivatel pristup v rdmci svého webového prohlizece. Obsahuje
¢ast nezbytnou pro chod programu a ¢ast estetickou, jejiz zména funkci BaGeTo
neovlivni. Uelem klientské ¢asti programu je zjisténi, jakou analyzu chee uZivatel
provést, o jakou bakterii se jedna a nahrani souboru s genomem. Tyto tidaje jsou

odesldny serveru a uzivateli je nasledné vygenerovana stranka s vysledky.
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4.2.1 Zadavani adaji

Jak je vidét na obrazku 4.6 tivodni stranka je minimalistickd, tak aby pouzivani bylo
co nejrychlejsi a jednoduché také pro lidi, kteri neovladaji angli¢tinu.

Uzivatel si miize vybrat a zaskrtnou pouze ty typy analyzy, které chce provést.
Toto umoznuje rychlejsi zobrazeni vysledki, kdy neni tieba vzdy analyzovat vse.
Zobrazeni antibiotik, pro ktera nebyla predikovana rezistence, je dalsim z volitelnych
parametru. Stejné tak zobrazeni genu virulence s méné nez 100% shodou. Spodni
hranice je volitelna. Dalsi pole jsou jiz povinna a uzivateli neni umoznéno odeslat
data k analyze bez jejich vyplnéni. Jedna se o pole rozbalovaciho seznamu, kde se
vybird druh bakterie k analyze. Po kliknuti na pole Browse. . . je uzivateli zobrazeno
okno k vybrani a nahrani souboru z jeho pocitace. Po zmacknuti tlacitka Upload

dojde k odeslani dat serveru a zahajeni analyzy.

BaGeTo - Bacterial Genotyping Tool

Choose analysis: Show all analysed antimicrobials
MLST Show virulence genes with < 100% match
Resistance Threshold for %ID:

Virulence 8

Choose species: Upload file and submit:

Choose species: v Browse...  No file selected Submit

Please upload only .txt, fasta, .fas or .fna file with assembled genome.

Created as bachelor thesis at Brno University of Technology.

Obr. 4.6: Uvodni strana BaGeTo

Nésledné se zobrazi stranka, viz [4.7. Podstatna je zména tlacitka Upload na tla-
¢itko Processing. .., coz zabranuje nékolikandsobnému odeslani stejného formu-
late. Zaroven lze vidét, jaké typy analyzy jsou zaskrtnuty, zvolena bakterie a nazev

nahraného souboru.
BaGeTo - Bacterial Genotyping Tool

Choose analysis: Show all analysed antimicrobials
MLST @ Show virulence genes with < 100% match
Resistance Threshold for %ID:

Virulence o8

Choose species: Upload file and submit:

Staphylococcus aureus v Browse... id-6147.fas b}
Processing

Please upload only ., fasta, .as or .ina file with assembled genome.

Created as bachelor thesis at Brno University of Technology.

Obr. 4.7: BaGeTo po odeslani pozadavku
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4.2.2 Zobrazeni vysledki

Vysledky urcovani ST lze vidét na obrézku [4.8] Vzhledem k tomu, Ze ¢&islo alely
nenese zadnou informaci, byly barvy v heatmapé zvoleny s ohledem na maximalizaci
diskriminacni schopnosti v zavislosti na variabilité alel v datasetu. Barvy nenesou
zadnou informaci a pro kazdy dataset miize barevna skala odpovidat jinym ¢islim
alel.

Existuje moznost prekliknout na tabulku, kterd ¢isla alel, stejné jako sekvencéni
typ, zobrazuje. Zaznamy jsou Tazeny ve stejném poradi jako v heatmapé. Prechod
mezi témito dvéma zobrazenimi zajistuji tlacitka Heatmap a Allele Table, kterd

jsou na obréazku [4.8] Aktivni tlacitko je oznaceno modfe a neaktivni Sedé.

MLST Result

Sequencing type is: 398 locus arcC aroE glpF gmk pta tpi yagiL

allele id 3 35 19 2 20 26 39

Heatmap  Allele Tahle

| BT
I sTisss | id3s:2

- ST 239 | id-6228

e
I I B
I B s [
id-6152
id-6147
- ST 398 id-6147

|
I
-ST 191 |
I
I

-ST 398 | id-6147
I
I
I
I

- ST 398

id-6147
id-6089
id-6101
- ST 398 | id-6147
-ST 30 | id-6187
-ST 45 | id-6232

- ST 398

- ST 398
- ST 398

Staphylococcus aureus - id-6147 .fas

arcC
aroE -
glpF -
gmk -
pta -
tpi -

Obr. 4.8: Zobrazeni vysledku pti urc¢ovani ST pomoci BaGeTo

Nalezené geny rezistence jsou prezentovany ve trech tabulkach, které zobrazuji
predikovany fenotyp, nalezené geny a detekované chromozomalni mutace.

Na obrazku [4.9]je tabulka s predikovanou AMR. Podle volby uzivatele jsou zob-
razeny bud vsSechna antibiotika, nebo pouze ta s predikovanou rezistenci. V dalsi
tabulce na obrazku [4.10] jsou vidét nalezené geny rezistence spolu s informacemi
o jejich vyhledavani. Obrazek zobrazuje ¢ast posledni tabulky, kterd obsahuje
detekované bodové mutace. Tabulka informuje o nazvu mutace, jaké nukleotidy jsou

zaménény, a jaka aminokyselina je nyni kodovana.
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Resfinder Results

Antimicrobi

al

Class

WGS-predicted phenotype

Genetic background

ciprofloxacin

unknown beta-lactam

trimethoprim

chloramphenicol

fosfomycin

nalidixic acid

clindamycin

carbomycin

Obr. 4.9: Zobrazeni predikce rezistence vici

guinolone

beta-lactam

folate pathway antagonist
amphenicol

fosfomycin

guinolone

lincosamide

macrolide

Acquired AMR gene hits

Resistance
gene

blaSHV-190

fosAG

OgxB

OqgxA

Identity

99.88

98.33

98.76

99.15

Alignment

Length/Gene Position in
Length Coverage reference
861/861 100.0 1.861
420/420 100.0 1.420
3153/3153 100.0 1..3153
1176/1176 100.0 1.1176

Chromosomal mutations mediating AMR

Mutation

acrR p.P161R
acrR p.G164A
acrR p.F1725
acrR p.R173G

acrR p.L195V

Nucleotide change
CCG -> CGG

GGC -> GCC
TTC->TCC

CGA -> GGG

CTC -> GTC

Resistant
Resistant
Resistant
Resistant
Resistant
Resistant
No resistance

No resistance

Contig

CP151759.1 Klebsiella
pneumoniae strain Kp067-M1
chromosome, complete genome

CP151759.1 Klebsiella
pneumoniae strain Kp067-M1
chromosome, complete genome

CP151759.1 Klebsiella
pneumoniae strain Kp067-M1
chromosome, complete genome

CP151759.1 Klebsiella
pneumoniae strain Kp067-M1
chromosome, complete genome

Amino acid change
P->R

G->A

OqxB (OgxB_EU370913), OqxA (OgxA_EU370913)
blaSHV-190 (blaSHV-190_KP868753)

OqxB (OgxB_EU370913), OqxA (OgxA_EU370913)
OqxB (OgxB_EU370913), OqxA (OgxA_EU370913)
fosA6 (fosA6_KU254579)

OgxB (OgxB_EU370913), OgxA (OgxA_EU370913)

antibiotikuim z BaGeTo

Obr. 4.10: Zobrazeni nalezenych genit rezistence z BaGeTo

Position in Accession
contig Phenotype no.
158896..159756 Unknown Beta-lactam KP868753
1963136..1963555 Fosfomycin KU254579
3876239..3879391 Chloramphenicol, Nalidixic EU370913
acid, Ciprofloxacin,
Trimethoprim
3879415..3880590 Chloramphenicol, Nalidixic EU370913
acid, Ciprofloxacin,
Trimethoprim
Resistance PMID
Fluoroguinolone 12936981
Fluoroguinolone 12936981
Fluoroquinolone 12936981
Fluoroguinolone 12936981
Fluoroguinolone 12936981

Obr. 4.11: Zobrazeni nalezenych chromozomélnich mutaci z BaGeTo

Geny virulence, u kterych byla alela nalezena se 100% shodou, jsou zobrazeny

v tabulce, ktera obsahuje kromé nazvu genu a cisla alely také parametry vysledkt
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BLAST vyhledavani. Tato tabulka je ukazdna na obrazku [4.12] Stejna tabulka je
generovana také pro geny se shodou nizsi nez 100 %, konkrétni prah si muze zvolit

uzivatel. Ptitomnost této tabulky je volitelna.

Virulence Results
Virulence genes with 100% match

gene_name id sseqid pident length mismatch gapopen gstart gend  sstart send evalue bitscore
ylbE 1 CP151759.1 100.00 1260 0 0 1 1260 1333341 1332082 0.00 x 10° 2327
ybtP 2 CP151759.1 100.00 1713 0 0 1 1713 4628862 4630574 0.00 x 10° 3164
ybtX 2 CP151759.1 100.00 1281 0 0 1 1281 4632356 4633636 0.00 x 10° 2366

Obr. 4.12: Zobrazeni genti virulence z BaGeTo

Posledni ¢asti je heatmapa zobrazujici pritomnost gent virulence pro porovnani

s predchozimi vzorky z databaze. Vzhledem k velkému mnozstvi gent je obtizné
citelna, jak dokazuje obrazek [4.13] Proto je mozné ji zobrazit v plné velikosti a k

prochazeni vyuzit posuvnik. Zaroven je mozné ji v plné velikosti stahnout.

Ra

—

Download Image ‘

] 'REE 133149% 18ITEEZIEIYLIECEEICBTESAL ]

Obr. 4.13: Zobrazeni genu virulence a jejich vizualni indikace z BaGeTo
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5 Vysledky a diskuze

Webovy néstroj BaGeTo umoznuje v soucasné podobé bioinformatickou analyzu
dvou klinicky vyznamnych druht bakterii: Klebsiella pneumoniae a Staphyllococcus
aureus. Ucelem BaGeTo je zrychleni procesu analyzy genomu a to tak, Ze integruje
urcovani ST, detekci genti virulence a detekci genii rezistence. Zaroven u nahra-
ného genomu urci podobnost se zaznamy v databazi a vysledek prezentuje formou
dendrogramu.

Spravnost fungovani nastroje byla pro Klebsiellu pneumoniae ovéfena pomoci
webového néstroje stranek BIGSdb-Pasteur, zmitiovaném v kapitole 2.3] U vSech
jedenacti sekvenci stazenych z verejné dostupné databaze GenBank byl ST urcen
spravné. Stejné tak se shoduji geny virulence nalezené se 100% shodou. Soubory
s nalezenymi geny pro kazdou sekvenci obsahuje elektronicka priloha. Vysledky byly
identické také pri pouziti deseti slozenych genomii poskytnutych Centrem moleku-
larni biologie a genetiky Fakultni nemocnice Brno. Nepodatilo se ovérit, zda na-
stroj BaGeTo spravné identifikuje geny, které maji shodu mensi nez 100 %. Stranky
BIGSdb-Pasteur tuto moznost nenabizeji a bylo by nutné hledat kazdy gen zvlast.

Spravnost urceni ST pro Staphylococcus aureus byla ovérena stazenim deseti
sekvenci o znamém ST z databaze PubMLST. Vsechny byly urceny spravné. Nale-
zené geny virulence byly porovnany s vysledky nastroje VirulenceFinder 2.0.5, pri
zadanych parametrech threshold for %ID 90 % a minimum length 100 %. Timto

zpusobem bylo mozné ovérit, zda nastroj BaGeTo spravné detekuje geny virulence

se shodou mensi nez 100 %.

U deviti genomt byly spravné detekovany vSechny geny virulence. U genti s mensi
nez 100% shodou se detekovana hodnota shody mezi nastroji lisila o zaokrouhlovaci
chybu. Nastroj VirulenceFinder poskytuje vysledky se dvéma desetinnymi misty,
proto byly pro porovnani takto zaokrouhleny také vysledky z BaGeTo. U desatého

genomu byl nastrojem BaGeTo detekovan také gen sec3, ktery vsak Virulencefinder

nenalezl.
genome | gene name id pident | length | mismatch | evalue | bitscore
id-3532 sec3 2:M28364.1 | 98.002 | 801 16 0.0 1391
id-6187 sen 2:AP014653.1 | 97.426 | 777 20 0.0 1325

Tab. 5.1: Cast vysledku z BaGeTo pro detekovany gen sec3

Jak je vidét v tabulce [5.1] gen nebyl nalezen se 100 % shodou. Pfedpoklad,
ze by nastroj VirulenceFinder obsahoval omezeni na pocet zadmén nukleotidi, byl
vyvracen po kontrole vysledku dalSich analyzovanych genomu. Z tabulky lze

vidét, ze gen sen, ktery byl v genomu id-6187.fasta detekovian obéma nastroji,
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ma o 4 zamény vice nez chybné detekovany gen sec3. Kdyz je tento gen nalezen se
100% shodou, jeho pFitomnost uréi oba nastroje. Neni tak jasné, pro¢ tato chyba
u nastroje BaGeTo existuje. Prehled genomii, které byly pouzity k testovani lze najit
v tabulce [B.1l

K detekci genii rezistence a predikce fenotypu byl pouzit jiz zavedeny nastroj
ResFinder a vysledky z néj byly upraveny pouze po vizudlni strance. Proto spravnost

vysledkl ovérovana nebyla.

5.1 Porovnani analyzovanych genomii

Slozené genomy Klebsielly pneumoniae poskytnuté Centrem molekuldrni biologie
a genetiky Fakultni nemocnice Brno byly sekvenovany pomoci platformy Oxford
Nanopore. U dvou genomii nebylo mozné urcit sekvenéni typ, a proto nejsou ukazany
na obrazku [5.1] Sekvenéni typ nebylo mozno urcit z divodu nedetekovéni alely
u jednoho z lokust v typizacnim schématu. Je mozné, ze se tak projevila vyssi
chybovost platformy Oxford Nanopore pfi sekvenovani, coz v kombinaci s nutnosti

detekovat alelu se 100% presnosti, vede k neschopnosti ji urcit.

- ST 433 KP296

- ST 433 KP387

- ST 405 KP359

- ST 881 KP1689

- ST 551 KP1196

-ST 380 | KP1400

Klebsiella pneumoniae - KP387.fasta

- ST23 | KP221

- ST 23 | KP187

Obr. 5.1: Vysledky urcovani ST u genomu bakterii z nemocnice
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Obr. 5.2: Vysledky urcovani ST u genomu bakterii z databaze

Pfi porovnani dendrogramt na obrézcich [5.1] a [5.2] si 1ze vSimnout, Ze u sek-
vencénich typl ziskanych z nemocnice jsou vétve kratsi a vice se fetézi. V obou
pripadech byla pro vytvoreni dendogramu vyuzita metoda UPGMA. Kratsi vétve
znamenaji vétsi podobnost mezi ST. Pozorovani je v souladu s predpokladem, ze
bakterie vyskytujici se v jedné nemocnici budou ptibuzné, zatimco genomy bakterii
nahodné vybranych z databaze ne. Bylo by vhodné toto tvrzeni objektivné ovérit
analyzou vétstho mnozstvi genomi a naptiklad porovnanim primérné vzdalenosti
mezi sekvencemi v jednotlivych skupinach. Graf v priloze poskytuje prehled
genu virulence nalezenych se 100% shodou.

5.2 Limitace

BaGeTo poskytuje pouze omezené moznosti nastaveni jednotlivych parametrt vy-
hledévani. Uprava vstupnich parametri nastroje ResFinder je uZivateli nep¥istupna.
Stejné tak nema moznost editovat databazi, se kterou je analyzovany genom porov-
navan. A to muze byt problém z divodu automatického ukladéani analyzovanych
genomu do této databaze.

Jednotlivé genomy jsou identifikovany podle nédzvu souboru, ktery uzivatel na-
hraje. V ptipadé nahrani vice soubori se stejnym nazvem neni ze strany uzivatele
moznost jednoznac¢né priradit zaznam konkrétnimu genomu. Interné jsou zaznamy

do databaze ukladany chronologicky, nékteré omyly by tedy bylo mozno opravit.
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Zavér

Hlavnim cilem bakalarské prace je vytvoreni nastroje, ktery detekuje geny viru-
lence, rezistence a ur¢i ST nahraného bakterialniho genomu. Porovnéni zjisténého
genotypu v ramci lokalni databaze a vytvoreni webového rozhrani tvori dalsi cil.

Vznikl nastroj BaGeTo, ktery k urcovani gent rezistence a nasledné predikci
fenotypu vyuziva jiz zavedeny nastroj ResFinder. Detekce genti virulence se provadi
pomoci nové vytvoreného algoritmu zalozeném na BLAST. Urcovani sekven¢niho
typu probihd podobné jako detekce gent virulence.

Jednotlivé ispésné urcené ST a detekované geny virulence se ukladaji do soubort
ve formatu CSV. Ty slouzi jako lokdlni databéaze, v ramci kterych je analyzovany
genom porovnavan. Distanéni matice je vypocitana pomoci Jaccardovy vzdalenosti
a dendrogram sestaven metodou UPGMA.

Webovy nastroj BaGeTo pracuje s genomem klinicky vyznamnych bakterii Kleb-
siella pneumoniae a Staphylococcus aureus. Sekvenacni data musi byt poskytnuta
jako jeden soubor ve fasta formatu a slozena alespon do podoby kontigi.

Vysledky detekce genti virulence u jedenacti genomu Klebsielly pneumoniae sta-
zenych z databdze GenBank a deseti poskytnutych Centrem molekularni biologie
a genetiky Fakultni nemocnice Brno jsou k dispozici v elektronické ptiloze. Nalezené
geny a jejich alely jsou identické jako u nastroje poskytovaného BIGSdb-Pasteur.
Stejné tak ST je urcen identicky.

V pripadé Staphylococcus aureus oveéreni vysledk probihalo za pomoci dvou
nastroju a deseti genomi stazenych z databédze. ST byl ve vSech pripadech tispésné
ovéfen na strankdch PubMLST. Uspésnost detekce gentt virulence je porovnévéna s
nastrojem VirulenceFinder. Ve vzorku id-3532.fas je odliSné detekovan gen sec3.
VirulenceFinder ho ve svych vysledcich neuvadi a BaGeTo ho nachéazi se shodou
98,002 %. Dalsi vysledky si jiz odpovidaj.

Spravnost detekce genti rezistence nebyla vzhledem k pouziti nastroje ResFin-
der ovérovana. Tento nastroj funguje v opera¢nim systému Linux. Z toho divodu
i BaGeTo vyzaduje operacni systém Linux, u Windows neni podporovan. Ostatni
casti algoritmu jsou funkcni i pro operacni systém Windows. V soucasné dobé neni
BaGeTo na zadném verejné pristupném webovém serveru. Vyvojové prace byly pro-
vadény v lokalnim prostfedi na osobnim pocitaci. To znamend, ze aplikace musi
byt spusténa manualné pomoci ptrikazového radku nebo terminalu, coz omezuje jeji
dostupnost pouze na IP adresu v lokélni siti.

Do budoucna je moznost nasadit BaGeTo na vefejny server, tak at je pristupny
vsem uzivatelim pomoci url adresy. Nez k tomu dojde, bylo by vhodné vytvorit
registraci a prihlasovani jednotlivych uzivateli tak, af maji pristup pouze k dattim

kterd nahrali sami a vytvari se jim jejich lokalni databaze vysledk.
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Seznam symboli a zkratek

PCR
WGS
MLST
PFGE
rep-PCR
NGS
SLST

ST
cgMLST
wgMLST
SNP
HRM
BLAST
NCBI
MSP
HSP
CGE
AMR geny

KMA

BIGSdb-Pasteur

BaGeTo

UPGMA

polymeréazova tetézova reakce
celogenomové sekvenovani

multilokusova sekvencni typizace

pulzni gelova elektroforéza

repetitivni polymerézova retézova reakce
sekvenovani nové generace

jednolokusova sekvencni typizace
sekvencni typ

core genome multilocus sequence typing
whole genome multilocus sequence typing
detekce bodovych mutaci
vysokorozliSovaci analyza kiivek tani
basic local alignment search tool
National Center for Biotechnology Information
maximal segment pair

high scoring pair

Center for Genomic Epidemiology

geny antimikrobidlni rezistence

k-mer alignment

Bacterial Isolate Genome Sequence database
Bacterial Genotyping Tool

unweighted pair group method with arithmetic mean
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A Detekované geny virulence v genomech

Geny virulence prfitomné v genomech poskytnutych nemocnici
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Obr. A.1: Geny virulence detekované v 10 genomech z FN Brno
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B Sekvence pouzité k ovéreni fungovani na-

stroje
Klebsiella pneumoniae | Staphylococcus aureus
GenBank PubMLST
accession number ID
CP151759.1 3532
NZ_ CP015130.1 6089
NZ_ CP017994.1 6101
NZ_CP019219.1 6147
NZ_CP072938.1 6152
NZ CP082791.1 6178
NZ CP083445.1 6187
NZ (CP084492.1 6202
NZ_ CP084497.1 6228
NZ_ CP084825.1 6232
NZ_ CP084856.1

Tab. B.1: Genomy pouzité pti ovérovani fungovani nastroje BaGeTo
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