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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva analyzou lidského stfevniho mikrobiomu z dat ze 16S
rRNA. V prvni Casti je teoreticky popsan stfevni mikrobiom, zplsoby jeho zpracovani
a vyhodnoceni pomoci analyzy taxonomickych jednotek a diverzity mikrobiomu. Dalsi
Cast je zaméfena na data, kterd jsou v praci zpracovana a na format, v jakém jsou
tyto data poskytnuta. V treti Casti je popsan navrzeny algoritmus slouZzici ke zpracovani
dat a zaroven jsou i vyhodnoceny vysledky ziskané spusténim pravé tohoto algoritmu.
V dalsi ¢asti prace jsou vzorky z Fakultni nemocnice Brno zpracovany pomoci navrzeného
algoritmu. Posledni ¢ast prace se zabyva popisem skriptu slouzicim ke generovani reportd,
které mohou byt vyuzity k diagnostickym tcelim ve Fakultni nemocnici Brno.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with the analysis of the human intestinal microbiome from
16S rRNA data. In the first part, the intestinal microbiome is theoretically described, and
then the methods of its processing and evaluation using analysis of taxonomic categories
and sample diversity are mentioned. The second part focuses on the data processed
in the thesis and the format in which those data are provided. In the third part, the
proposed algorithm used to process the data is described, and the results obtained by
running this algorithm are evaluated. In the fourth part of the thesis, the samples from
the University Hospital Brno are processed using the proposed algorithm. The last part
of the thesis focuses on the script, which is used to generate the reports which can be
used for diagnostic purposes in the University Hospital Brno.
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Uvod

vvvvvv

lezity pro zdravé fungovani travici soustavy, kdy jeho ¢innost pomaha pti boji proti
patogentim a tim vyrazné ovliviiuje nas imunitni systém. Jeho rovnovazny stav lze
vsak jednoduse narusit riznymi vnéjsimi jevy, mezi které kromé nevyvazené stravy a
nezdravého zivotniho stylu patii i napriklad ¢astd konzumace 1éku (prevazné antibi-
otik). Kvili témto vnéjsim vlivim (napriklad vlivem chemoterapie u onkologickych
pacienti1) je dobré tyto zmény co nejkvalitnéji a co nejrychleji detekovat pomoci
bioanalyzy.

Uvodni ¢4st bakaldiské prace seznamuje étendfe se zékladnimi pojmy a postupy,
které jsou potrebné k porozuméni toho, jak funguje analyza stfevniho mikrobiomu.
V prvni ¢asti je teoreticky popsan stfevni mikrobiom, jeho zpracovani a zptsoby
vyhodnoceni - konkrétné anatomie a fyziologie strev, slozeni stfevniho mikrobiomu,
sekvenatory, postup sekvenace a nakonec vyhodnoceni stfevniho mikrobiomu po-
moci taxonomickych jednotek a diverzity mikrobiomu. V druhé casti prace jsou
popsana data, kterd slouzi jako testovaci data pro navrh algoritmu a zaroven for-
mat, ve kterém jsou tyto data poskytnuta. Treti ¢asti prace je kapitola nesouci
nazev Bioinformatické zpracovani dat a je zamérena na navrh algoritmu, popis jeho
jednotlivych ¢asti a aplikovani na testovaci data. V dalsi ¢asti prace je popsano apli-
kovani navrzeného algoritmu z predchozi kapitoly na data, kterd byla poskytnuta
z Fakultni nemocnice Brno z Interni hematologické a onkologické kliniky, z Centra
molekularni biologie a genové terapie. Na zavér prace je popsana tvorba a vzhled
generovanych report, které slouzi k diagnostickym tcelim pro Fakultni nemocnici

Brno.
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1 Stfevni mikrobiom, jeho zpracovani a vy-
hodnoceni

V této Casti prace je ¢tenar v prvnich dvou kapitolach seznamen s anatomii a fyzio-
logii stiev a dale se samotnym stfevnim mikrobiomem, ktery je pro préaci klicovym
tématem. V dalsi kapitole jsou podrobné rozebrana sekvenacni data ziskana ze stiev-
niho mikrobiomu (konkrétné 16S ribozomalni ribonukleova kyselina), sekvenatory a
samotné sekvenovani slouzici k ziskani dat mikrobiomu. Nakonec je popsano vyhod-

nocovani strevniho mikrobiomu na zékladé biodiverzit vzorku.

1.1 Anatomie a fyziologie stfev

Stievo, jehoz anatomie je k vidéni na obrazku 1.1, je jednou z ¢asti travici soustavy -
a to konkrétnéji ¢asti travici trubice. Hlavnimi funkcemi traviciho systému je traveni,
vstrebavani, preména zivin, skladovani zivin a v neposledni radé vylucovani. Kazda
¢ast travici trubice na zakladé jeji funkce ma specifickou stavbu stény, kterd se
obecné sklada ze sliznice, podslizni¢niho vaziva, zevni svalové vrstvy a serézy. [1],
2, 3

Strevo délime na dva zakladni typy - na tenké strevo a tlusté stievo.

1.1.1 Tenké strevo

Tenké stievo zajistuje traveni a vstiebavani zivin. Svymi rozméry je mnohem delsi,
nez strevo tlusté - méri az sedm metri. Z anatomického pohledu délime tenké stievo
na tii ¢asti - dvanactnik, la¢nik a kycelnik.

Dvanactnik se svymi 25 cm je nejkratsim tsekem tenkého stfeva. Jeho hlavni
funkci je miseni obsahu prichazejictho z zaludku se sekrety dvanactniku, s zluci
¢i s enzymy slinivky brisni. Z divodu velkého mnozstvi enzymu a travicich stav
(napriklad zalude¢ni kyselina chlorovodikova) je vnitini sténa dvanactniku pokryta
silnou vrstvou hlenového sekretu, ktery chrani stieva pred chemickym i mechanickym
poskozenim.

Lacnik a kycelnik tvori druhou cast tenkého stieva a jejich hlavni tilohou je
predevsim zpracovani predpripraveného obsahu z dvanactniku. Aby dochézelo co
k nejefektivnéjsimu zpusobu Stépeni a zaroven vstiebavani zivin, je treba, aby tra-
venina byla v co nejvétsim kontaktu se sliznici stiev. To je zptisobeno specifickymi
kyvavymi a segmentacnimi pohyby, které traveninu misi, a zaroven pohyby peristal-

tickymi, které ji posunuji do tlustého stieva. [5], [6]
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Pri¢ny tra¢nik

Vzestupny tracnik o
Laénik

Kyc¢elnik Sestupny tracnik

Slepé stievo Esovity tra¢nik

Kone¢nik

Obr. 1.1: Anatomie tlustého a tenkého streva, upraveno a prevzato z [4]

1.1.2 Tlusté strevo

Tlusté stfevo délime na 6 hlavnich c¢asti - slepé stievo, vzestupny tracnik, pri¢ny
tracnik, sestupny tracnik, esovity tracnik a konecnik. Jeho hlavni funkei je co nejvétsi
mozné zahusténi obsahu a vstfebani prebytecné vody - ziviny se v tlustém stieve
jiz nevstiebavaji. Z dtivodu c¢astého hniti a kvaseni zbytkl potravy musi byt vnitini
sténa tlustého stfeva chranéna hlenem, ktery je produkovan z hlenovych zlaz.

Slepé stievo je primarni ¢asti tlustého streva, do které usti kycelnik. Vybiha z néj
Cervovity vybézek, ktery je tvoren mizni tkani. Casto se u lidi projevuji zanéty prave
cervovitého vybézku, které mohou zptsobit i zanéty dalsich c¢asti travici trubice, a
proto je slepé stfevo ¢asto z diivodu zanétu chirurgicky odstratiovano. [6], [7]

1.2 Stfevni mikrobiom

Lidsky mikrobiom hraje v Zivoté clovéka velmi dilezitou roli. Vyrazné ovliviiuje
boj proti patogentim ¢ rozvoj imunitniho systému - a to zejména v détstvi, kdy
se nam strevni mikrobiom tvoii napriklad z piti materského mléka. Nejvétsi a nej-

podstatnéjsi mikrobiom je ve stfevech a to predevsim v oblasti tlustého streva. Zde
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organismy poméahaji nejen odbouravat potravu, ale i udrzovat funkéni imunitni sys-
tém.

Béhem zivota se vSak mikrobiom lidského téla neustale méni. Ve stari nam uby-
vaji prospésné mikroorganismy, zatimco téch Skodlivych narusta (prikladem jsou

organismy zpusobujici zanéty). [8], [9]

1.2.1 Zakladni pojmy - mikrobiom, mikrobiota, metagenom

Pod pojmem stirevni mikrobiom si muzeme predstavit spolecenstvi mikroorganismu

css 7

7ijicich ve stfevech, jejich geneticky material a prostiedi, ve kterém 7ziji. Cisté gene-
ticka stranka mikroorganismu je znama pod pojmem metagenom. Jednd se o veske-
rou genetickou informaci jedné komunity organismi. Skupinu mikroorganismi bez
jejich genetického obsahu nazyvame mikrobiota. Spadaji sem nejen bakterie, ale i
viry, houby, prvoci, plisné a kvasinky. Miizeme tedy rict, ze mikrobiom délime na dvé
¢asti - mikrobiotu a metagenom. [8]

Mikrofiora je pojem, ktery znamend v podstaté to samé, co mikrobiota. Jedna se
o spolecenstvi organismu - z nazvu vsak mizeme vyvodit, Ze se jedna o organismy
rostlinného charakteru. Casto se s timto pojmem setkavame i pfi popisu lidského

biomu, oznaceni je vSak chybné.

1.2.2 Slozeni stfrevniho mikrobiomu

Lidsky mikrobiom se na rtznych castech téla vyrazné lisi. Mikroorganismy maji
rizné funkce a jsou ruzné zastoupeny. Nejobsahlejsi a nejpodstatnéjsi mikrobiom je
vsak pravé v travicim traktu, konkrétné ve strevech.

V trévicim traktu nalezneme kolem 10 bakterii spoleéné s viry, plisnémi ¢i hou-
bami. Jejich hlavnimi funkcemi je prevazné obrana proti rtiznym typtm patogent,

tvorba vitamint (B12, K1 ¢i K2), stépeni laktozy ¢ vstfebavani minerali. [10]

Bakterie

Nejrozsitenéjsim typem mikroorganismii stfevniho mikrobiomu jsou bezpochyby bak-
terie, které tvori kolem 90 % z veskerého mnozstvi organismu. Tyto bakterie délime
na dva zéakladni typy - na anaeroby a aeroby. Anarobni bakterie k Zivotu potfebuji
prostiedi bez pritomnosti kysliku. Opakem jsou aerobni bakterie, které pro sviij me-
tabolismus kyslik potfebuji. Pomér téchto dvou typt bakterii se ve stifevech méni.
V tenkém strevé je pomér 1:1, v tlustém stievé vsak vyskytuje mnohem vice anae-
robu. [11], [12]

Z pohledu kvalitativniho zastoupeni bylo zjisténo, ze ve stfevech mame dva domi-

nantni mikrobialni kmeny: Firmicutes a Bacteroidetes. Tyto bakterie tvori ptiblizné
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90 % vsech bakterii stfev. Mezi dalsi dilezité bakteridlni kmeny patii i Actino-
bacteria, Proteobacteria ¢i Verrucomicrobia. Kvantitativni a kvalitativni zastoupeni
stfevniho mikrobiomu je k vidéni na obrazku 1.2. [13], [14]

Bakterie typu Firmicutes jsou Gram-pozitivni bakterie, které jsou striktné anae-
robni. Ve stfevech jich nalezneme kolem 77,8 %. Ptikladem mohou byt napriklad
Bacilli a Clostridia. Stejné jako Firmicutes jsou i Bacteroidetes striktné anaerobni,
jsou vSak Gram-negativni. Ve stfevech jich je kolem 12,5 % z celkového mnozstvi
bakterii. [15]

Na obrazku 1.3 je k vidéni fylogeneticky strom stfevniho mikrobiomu. V priméarni

vrstvé u grafu jsou barevné skaly, které podle legendy oznacuji bakterialni kmeny.

Mikrobiom zaludku a strev

Celkem 10"14 mikroorganismi

LﬂktObﬂCi]y Za]udek
1072 az 1073
mikroorganismu
Streptokoky
Laktobacily Tenké stfevo
y S 107 az 107
: SRR ﬂ mikroorganisma
Enterobakterie (2 NS | g
Enterokoky g
(< .
Bakteroidy \ l | / Tlusté stfevo
Peptokoky | 1079 az 10"12
Peptostreptokoky »\ N y mikroorganismi
Laktobacily o
Bifidobakterie

Obr. 1.2: Kvantitativni a kvalitativni slozeni mikrobiomu zaludku a stfev, upraveno

a prevzato z [13]

Viry

Mnozstvi virt v lidském mikrobiomu je oproti bakteriim zanedbatelné a kvili tomu

jsou viry i nedostatecné prostudovany. Nejcastéji se zkouma vliv virt pii riznych
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Obr. 1.3: Fylogeneticky strom stievniho mikrobiomu, upraveno a pfevzato z [16]

typech onemocnéni a moznosti terapie. Z dostupnych zdroju vime, Ze kolem 90 %
vird jsou bakteriofagové. Jedna se o viry, které diky své stavbé dokazi infikovat rtizné
bakterie. Zbylych 10 % vira jsou viry eukaryotické. [14]

Houby

Stejné jako viry i houby jsou mélo prozkoumanou oblasti lidského mikrobiomu -
vime vsak, Ze nejrozsitenéjsim zastupcem hub ve stievech je kvasinka rodu Can-
dida. Pro ¢lovéka a jeho zdravi zivotni styl je dilezita predevsim Candida albicans.
Jednd se o kvasinku, kterd pii pfemnozeni zpusobuje kandidézy - kvasinkové in-
fekce. Nestoji zatim vsak jen Candida albicans, ale i jiné typy jako napriklad Can-
dida tropicalis, Candida krusie ¢i Candida parapsilosis. Ty jsou pritomny nejcastéji
ve stievech, ale i v dutiné ustni. Jejich pfemnozeni nastava hlavné pri snizené imu-
nité ¢loveéka a zpusobuji rizné typy kandidéz - kozni, na sliznicich ¢i vagindlni. [14],
17
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1.2.3 Vyvoj a ovliviiovani stfevniho mikrobiomu béhem Zzivota

Vyvoj lidského mikrobiomu je velmi promeénlivy béhem zivota kazdého jednotlivce.
Rozvoj mikrobiomu jedince zac¢ina jiz v déloze matky, kdy se do placenty pres krevni
recisté dostavaji bakterie matky. Mizeme tedy tict, Zze mikrobiom plodu je vlastné
mikrobiomem matky. Po porodu velkou roli pro rozvoj strevniho mikrobiomu hraje
pozieni prvniho matetfského mléka. Nejvice se u novorozenych déti vyskytuji Sta-
fylokoci a Enterobakterie. U kojencu se jedna o Bifidobakterie. Béhem dospivani
Bifidobakterii ubyva a zacinaji je nahrazovat kmeny bakterii Bacteroidetes a Fir-
micutes.

Slozeni se vSak méni nejen kvili riznym zivotnim fazim, ale také kvili nasemu
zivotnimu stylu. Mezi dalsi faktory patii i genetika, strava, geografické prostredi,

ze kterého pochézime, ale i stres, hygienické navyky, prasky ¢i infekce. [18], [19]

1.3 Data, sekvenatory a samotné sekvenovani

1.3.1 16S rRNA

Data, na ktera je zamérena tato prace, jsou kratké tuseky ribonukleové kyseliny
(RNA) nesouci informace o slozeni lidského strevniho mikrobiomu. Tyto geny se
jmenuji 16S ribozomalni ribonukleové kyseliny (rRNA). Jedna se o tsek, ktery posu-
nul védu kupredu ve dvou hlavnich kategoriich - evoluce a studium mikroorganismi.
V pripadé evoluce jsme diky tomuto iseku rRNA zjistili, ze pét ¥isi, které jsme diive
povazovali za nejvyssi klasifikac¢ni stupen, muzeme prerozdélit do t¥i vyssich skupin -
domén. V pripadé studia mikroorganismu jsme diky klonovani a sekvenovani téchto
genu podrobnéji charakterizovali mikrobialni diverzitu. [20]

Cely gen 16S rRNA je dlouhy kolem 1500 bp a je umistén v malé podjednotce
ribozomu 30S. Zbylé ¢asti genomu se nazyvaji 23S rRNA a 5S rRNA a jsou soucasti
velké podjednotky 50S. 16S rRNA obsahuje devét hypervariabilnich oblasti (V1-V9),
diky kterym jsme schopni rozlisit jednotlivé bakterie (a tim diverzitu vzorku) a také
konzervativni oblasti, na které muzeme navrhovat konkrétni primery. Schématické
zobrazeni tohoto genu je k vidéni na obrazku 1.4. [21]

P1i sekvenovani pomoci sekvendtoru Illumina MiSeq (kterému se budeme vénovat
v dalsi kapitole), jsou potieba pouze oblasti V3 a V4 s pribliznou celkovou délkou
460 bp.

1.3.2 Sekvenatory nové generace

V roce 1953 byla definovina Watsonem a Crickem struktura deoxyribonukleové

kyseliny (DNA) dvojsroubovice. Na zékladé toho se zacalo pracovat na moznych
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Obr. 1.4: Schéma ribozomalniho komplexu a 16S rRNA genu, upraveno a prevzato
z [22]

zpusobech sekvenovani. Jednd se o metody, diky kterym jsme schopni ziskat poradi
nukleotidii z riznych ¢asti DNA ¢i RNA. V sedmdesatych az osmdeséatych letech dva-
catého stoleti paralelné vznikaji dvé metody sekvenovani - Maxam-Gilbert a Sanger,
které spolecné patii do prvni generace sekvenatort.

Dalsi generace sekvenatorti prinesla mnoho kvalitnich metod, které se denno-
denné pouzivaji na celém svété, a to hlavné z divodu jejich rychlosti a nizké ceny.
Jedna se o takzvané sekvenatory druhé generace (NGS, z angl. Next Generation
Sequencing), do které patri platformy jako Illumina, pomoci které byly ziskdny

vzorky pro tuto praci, dale Roche 454 pyrosekvenovani, Ion Torrent ¢i SOLiD. [23]

Illumina Solexa

[Mlumina je technologicka firma, ktera vznikla v roce 1998 v San Diegu a v roce 2008
odkoupila firmu Solexa. Tohle spojeni vedlo k vyvoji novych sekvenatori, pricemz
mezi aktualné pouzivané patii iSeq 100, MiniSeq, MiSeq Series, NextSeq 550 Series
¢i NextSeq 1000 € 2000.

Zakladnim principem Illumina Solexa je sekvenovani pomoci syntézy (SBS, z angl.
sequencing-by-synthesis). Hlavnimi vyhodami této platformy jsou rychlost a spoleh-

livost, nevyhodou je vsak vysokd cena oproti ostatnim metodam. [24], [25], [26]
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1.3.3 Prviprava knihovny pro sekvenovani pomoci lllumina sekve-

natorem

Ze ziskanych vzorku bakteridlni DNA je tfeba vytvorit knihovnu, ktera je vhodné
na samotné sekvenovani. Priprava knihovny je provadéna nejcastéji na zakladé pro-
tokolu 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation [27]. Jednotlivé kroky jsou

rozepsany v nasledujicich kapitolach.

PCR amplifikace

Polymerazova retézova reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction) je metoda slouzici
k amplifikaci DNA. Jedna se o zakladni princip vyuzivany k sekvenaci.
Prvnim krokem pri pripravé knihovny je amplifikace V3 a V4 oblasti 16S rRNA.
K tomu jsou potieba konkrétni primery - dopfedny primer (5" TCGTCGGCAGCGT-
CAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG) a zpétny primer
(5’ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGT-
ATCTAATCC). Pomoci téchto primeru se vymezi oblast, kterou chceme namnozit.
U reakéni smési s templatovou mikrobialni DNA a konkrétnimi primery pro-
vedeme PCR - smés je vystavena cyklu, béhem kterého se na rtznou dobu meéni
teplota. [27], [28]
Presny program je:
1. 95°C na 3 minuty
2. 25 opakujicich se cykli:
e 95°C na 30 sekund
e 55°C na 30 sekund
e 72°C na 30 sekund
3. 72°C na 5 minut

Prvni purifikace

Purifikace slouzi k o¢isténi DNA od vsech nezadoucich ¢asti vzorku. Pouziva se na ni
mnoho komercéné dostupnych purifika¢nich kiti. Nejcastéji vsak funguji na principu
separace pomoci gravitacnich kolonek. Pti purifikaci pomoci fenol-chloroformu od-
stranujeme z roztoku proteiny. Pri ¢isténi useku 16S rRNA V3 a V4 se kromé jiného

vyuziva i vymyti vzorku 80% ethanolem. [27], [2§]

Indexace DNA

Po jednom tydnu uschovani vzorku v -20°C nésleduje dudlnich indexace DNA am-
plikonu pomoci navrzenych indexti Nextera XT ve specidlnich podminkéch, které

jsou nastaveny nasledovneé: [27], [28]
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1. 95°C na 3 minuty

2. 8 opakujicich se cyklu:
e 95°C na 30 sekund
e 55°C na 30 sekund
e 72°C na 30 sekund

3. 72°C na 5 minut

4. Ponechat v klidu na 4 minuty

Druha purifikace

Po indexaci je opét potieba vzorek ocistit a to stejnym zplusobem, jako pfi prvni
purifikaci. Po dokonceni ¢isténi je vzorek taktéz na tyden uschovan v -20°C. [27],
28]

Ovéreni spravnosti knihovny

Po druhém ocisténi je potfeba si ovérit, zda dosavadni kroky byly tspésné. Jednou
z metod muze byt zjisténi délky amplikonu pomoci ¢ipu Bioanalyzer DNA. Diky
tomu, Ze vime, ze predmétem nasi analyzy jsou casti V3 a V4 z 16S rRNA, miZeme
ocekavat vyslednou délku kolem 630 bp. [27], [28]

Ptiprava na sekvenaci

Tato finalni priprava obsahuje mnoho kroku, jako jsou: kvantifikace, normalizace,
sdruzovani a denaturace. Kvantifikace 1ze provadét pomoci fluorometrické kvantifi-
kace. Po normalizaci a sdruzeni knihoven je tfeba vzorek denaturovat pomoci NaOH
(hydroxid sodny) a zfedit na pozadovanou koncentraci. V tu chvili je vzorek pripra-

ven na naneseni na kazetu MiSeq, kde se provede cilené nasekvenovani. [27], [28]

1.3.4 Princip lllumina sekvenovani

Po pripravé knihovny je mozné zahajit sekvenovani. Zakladnim principem je SBS -
na kratkou jednovlaknovou sekvenci DNA se postupné navazuji kompatibilni baze.
Kazda baze ma na sobé navazanou specifickou fluorescencni latku, diky které jsem
schopni identifikovat, jaka baze se na sekvenci navazala. Toto fluorescen¢ni znaceni
je detekovano vysoce citlivou kamerou a poté inhibovano, aby mohlo dojit k nava-
zani a detekovani dalsi baze. Po precteni celé sekvence dojde k zpétné rekonstrukei
detekované sekvence DNA. [29]

Obecné (nejen u Illlumina sekvenator) mizeme sekvenovat pomoci dvou zéklad-
nich technik - amplikon a shotgun. Tyto metody slouzi k ptipravé knihovny, coz je

soubor fragmentt, které prosly predzpracovanim a jsou pripraveny k sekvenovani.
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Amplikony jsou DNA produkty generované pomoci PCR. Tato technika sekve-
novani umoznuje rychlou metataxonomickou detekei. Zakladnim principem je pouzi-
vani presné navrzenych doprednych a zpétnych primerti, které se navazi a vymezi tim
cilenou oblast, kterou chceme nésledné osekvenovat. Metoda je tedy vhodna v pti-
padé, ze presné vime, jaka je cilena oblast naseho zajmu. Pravé proto je vhodna
pro analyzu 16S rRNA, protoze presné vime, které ¢asti chceme osekvenovat. [30]

Shotgun metoda na rozdil od amplikonu nevyuziva navazani primert, nybrz cely
genom rozdéli na malé fragmenty, které jsou sekvenovany individualné. Nasledné
jsou tyto osekvenované fragmenty vyhodnoceny pocitacem, ktery na zakladé pre-
kryvti zrekonstruuje genom nazpét. Hlavnim nevyhodou vSak mtize byt kontaminace
vzorku jinou DNA ¢ RNA. V tom pripadé je dulezité tyto nechténé vzorky odstra-
nit, protoze by mohly narusit a negativné ovlivnit zpétnou rekonstrukci fragmenti.
[30], [31]

1.4 Vyhodnoceni stfevniho mikrobiomu

Pri analyze stfevniho mikrobiomu miuzeme vyhodnocovat jeho slozeni podle taxo-
nomickych jednotek a jeho diverzitu. U slozeni mtzeme bakterie definovat podle
zakladni taxonomie bakterii, diverzitu definujeme na zakladé rtznych indext a po-

dobnosti.

1.4.1 Taxonomické jednotky

Taxonomie je védni disciplina zabyvajici se klasifikaci organismt do riznych skupin
- tyto skupiny se nazyvaji taxonomické kategorie. Mame osm hlavnich kategorii -
doména, tise, kmen, t¥ida, rad, celed, rod a druh, pricemz druh je nejzakladnéjsi
jednotkou sklddajici se z jednotlivych konkrétnich zastupcu (v pripadé mikrobiomu
se jednd o konkrétni bakterie). Existuji tfi hlavni domény - Archea, Bacteria a Fu-
carya, které jsou taxonomicky nejvyse. Bacteria se poté déli na 29 vétsich kment,
90 % bakterii vSak spada do pouhych 4 kmenu: Proteobacteria, Actinobacteria, Fir-
micutes a Bacteriodetes. Nazorné taxonomické rozdéleni jde vidét na obrazku 1.5,
kde je pro ilustraci ukazana taxonomie ¢lovéka na pravé strané a taxonomie bakterie
FEscherichia coli na strané levé. [32], [33]

Taxonomii u bakterii délime na dva druhy - klasickou a molekularni. Klasicka je
zalozena na zakladé vizudlnich podobnosti (fenotypu). Zde se bere v potaz morfologie
bakterii (tedy velikost, tvar, pocet ¢i usporadani bic¢iku), pohyblivost, fyziologie,
vyziva a dalsi. VSechny tyto informace mizeme ziskat napriklad mikroskopickym
zkoumanim vzorkt bez kultivace nebo pomoci barveni. U molekuldrni taxonomie se

porovnavaji informace z DNA (genotyp) a na zdkladé podobnosti téchto informaci
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Obr. 1.5: Taxonomie c¢lovéka a bakterie Escherichia coli

opét probiha klasifikace. Mezi molekularni techniky patii napiiklad analyza DNA,
hybridizace nukleovych kyselin, PCR ¢i metoda fluorescencni in situ hybridizace.
33]

Diky modernim sekvena¢nim technologiim bylo v poslednich letech mozné kon-
struovat presné fylogenetické stromy vedouci k upresnovani bakterialni taxonomie.
Moderni mikrobidlni taxonomie byla prevazné definovana na zakladé sekvenace genu
16S rRNA. [34], [35]

Na zékladé vyse zminénych taxonomickych kategorii mtizeme pii analyze strev-
niho mikrobiomu tvorit prehledna grafickd vyobrazeni. Ukézka grafu je k vidéni
na obrazku 1.6, kde je zobrazena bakterialni diverzita stolice. Vysledny graf je se-
strojen z vysledki analyzy priblizné milionu sekvenci ze 184 vzorku stolice, vse
z variabilnich oblasti V1 a V3 genu 16S rRNA. [33]

U strevniho mikrobiomu taktéz ve spojitosti s taxonomickymi kategoriemi mu-
zeme vyhodnocovat jejich relativni ¢etnost. Ta muze byt vztazena napriklad na ob-
last vyzkumu, na vék, pohlavi, ¢ast téla a podobné. Na nasledujicim obrazku 1.7 je
vyobrazen sloupcovy graf relativnich cetnosti, vyjadireny v procentech, bakterialnich
kmenti v lidském stfevnim mikrobiomu vztazenych na jednotlivé oblasti genu 16S
rRNA. [36]
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abilnich oblastech 16S rRNA, pfevzato a upraveno z [36]
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1.4.2 Diverzita mikrobiomu

Pod pojmem diverzita (biodiverzita) si mizeme predstavit riznorodost nami zkou-
maného celku. Jiz v roce 1972 bylo R. H. Whittakerem popsany rtizné pohledy na bi-
odiverzitu - konkrétné v jeho praci Fvoluce a meéreni druhové diverzity [37]. Od té
doby se biodiverzita stala velmi popularni a zkoumanou problematikou. Podle vyse
zminéného R. H. Whittekera existuji 3 zakladni typy diverzit - alfa, beta a gama
diverzita. V nasledujicich kapitolach konkretizuji alfa a beta diverzitu, které jsou
k vidéni na obrazku 1.8, a jejich spojeni se stfevnim mikrobiomem. Gama diverzita
vyjadiuje celkovou druhovou diverzitu v jednom regionu ziskanou soucinem alfa a
beta diverzity. Ta vSak pfi analyze stfevniho mikrobiomu nehraje velkou roli, a proto

neni v této praci vice definovana. [38]

B-diverzita mezi vzorky
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a-diverzita prvniho vzorku a-diverzita druhého vzorku

Obr. 1.8: Rozdil mezi alfa a beta diverzitou

Alfa diverzita

Tento typ popisuje ruznorodost v ramci jedné oblasti (napriklad ekosystém, mikro-
biom ¢i jiné lokalni spolecenstvo). Konkrétné sledujeme pocet druhu jednotlivych
¢asti nami zkoumaného celku. Je tedy potieba, abychom si presné vymezili plochu
nebo konkrétni spolecenstvo, které chceme zkoumat. [39]

Alfa diversitu muzeme popisovat dvéma typy indexi - Shannon-Wienertuv inde-
xem a Simpsonovym indexem.

Shannon-Wieneruv index bere v potaz kromé poctu druhii i jejich pocetnost (ko-
lik kazdého druhu je). Pomoci tohoto indexu lze vyjadrit vyrovnanost spolecenstva.
Pokud by jeden druh ve spolecenstvu byl absolutné dominantni, index by nabyval
hodnoty nula. Maximalni hodnoty by index dosahl ve chvili, kdy by vSechny druhy

byly stejné pocetné zastoupeny.
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Simpsontiv index nabyva hodnot od nuly do jedné a na rozdil od Shannon-
Wienerova indexu nam fika, jak moc dominantni spole¢enstvo miize byt. Pokud

mame vysokou rtznorodost vzorku, tim je hodnota indexu mensi. [40], [41]

Beta diverzita

Beta diverzita popisuje porovnani diverzit dvou systémii. Sledujeme tedy mnozstvi
druht jedné skupiny, které porovnavame s mnozstvim druhé skupiny. Nejcastéji
se k méreni beta diverzity pouziva Jaccardova nepodobnost, ktera rika, jak moc

nepodobné dvé zkoumané lokality jsou. [39], [40]
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2 Datovy format a testovaci data

V této casti je nejdiive obecné popsan FASTQ format, za kterym nasleduje rozbor

konkrétnich testovacich dat, kterd jsou v této praci bioinformaticky zpracovana.

2.1 FASTQ format

Existuje mnoho souborovych formatt vyuzivanych v bioinformatice, v této praci se
vsak setkdvame pouze s jednim typem - FAST(Q format. V zédkladnim tvaru se jedna
o ctyitadkovy textovy format slouzici k ukladani jednotlivych ¢teni ze sekvenatort.
Prvni titulni fadek vzdy zac¢ind @ a nalezneme v ném ID sekvence. Druhy radek
predstavuje samotnou sekvenci nukleotidi. Na tfetim rfddku najdeme znaménko +
signalizujici konec sekvence a zacatek ¢tvrtého fadku, kde je fetézec znamének kva-
lity. [42]

Zde je k vidéni priklad FASTQ formatu:

@MO01938:189:000000000-B43KF:1:1101:17939:1792 1:N:0:1
CCTACGGGCGGCAGCAGTGGGGGATATTGC

+
AABBA33AQD?A2AEFGGFGGGAOEFGHBD

2.2 Testovaci data

Data, ktera jsou zpracovana v této praci, jsou soucasti projektu PRJEB31801, jsou
stazena z archivu ENA (European Nucleotide Archive, Evropsky archiv nukleotidi)
a slouzi jako testovaci data, na kterych byl navrzen algoritmus, ktery je v dalsi ¢asti
prace aplikovan na data z Fakultni nemocnice Brno. Jedna se o vzorky stfevnich
mikrobiomt od osmi zdravych dobrovolniki. Sekvenace probihala principem paired-
end, coz znamena, ze fragment je ¢ten nejprve z jedné strany a pak i z druhé. Proto
od kazdého dobrovolnika mame dva FASTQ soubory, které ve svém nazvu nesou
bud R1 (read 1 = ¢teni 1) nebo R2 (read 2 = ¢teni 2). Délka jednoho Cteni byla

vzdy 250 bp. Podrobnéjsi informace o datech jsou k vidéni nize v tabulce 2.1.

26



Tab. 2.1: Jednotlivé vzorky se stanovenym poctem ¢teni

Nazev vzorku

Soubory FASTQ

Pocet ¢teni

M4454 S1 _L001_R1 001 150 832
ERR3237569

M4454 S1 _L001_R2 001 150 832

M4455 S2 L001_R1 001 200 365
ERR3237570

M4455 S2 L001_R2 001 200 365

M4456_S3 L001_R1 001 247 692
ERR3237571

M4456_S3 L001_R2 001 247 692

M4457 _S4 L001_R1 001 92 357
ERR3237572

M4457 S4 L001_R2 001 92 357

M4458 S5 L001_R1 001 186 625
ERR3237573

M4458 S5 L001_R2 001 186 625

M4459 S6_L001_R1 001 191 739
ERR3237574

M4459 S6_L001_R2 001 191 739

M4460_S7 L001_R1 001 212 378
ERR3237575

M4460_S7 L001_R2 001 212 378

M4461 S8 L001_R1 001 270 582
ERR3237576

M4461 S8 L001_R2 001 270 582
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3 Bioinformatické zpracovani dat

V této kapitole je uveden navrh algoritmu na predzpracovani a klasifikaci dat. Jed-
notlivé bloky diagramu jsou poté v podkapitolach podrobné popsany po teoretické

strance a taktéz obsahuji jejich vyhodnoceni pro testovaci data.

3.1 Navrh algoritmu

K bioinformatickému zpracovani dat byl navrzen algoritmus vyuzivajici néastroje
QIIME2 [43]. Navrzeny postup je znazornén blokovym diagramem, ktery je k vidéni
na obrazku 3.1, jehoz jednotlivé ¢asti jsou podrobnéji rozepsany v dalsich kapitolach.

Vyvojovy diagram zobrazuje, jakym zptisobem bude probihat analyza dat. Na za-
¢atku diagramu nam vstupuji FASTQ soubory s jednotlivymi nasekvenovanymi
vzorky. Pred cilenou klasifikaci a vizualizaci je potieba provést kontrolu dat a ujistit
se, zda jsou data dostatecné kvalitni, pripadné méné kvalitni ¢asti odfiltrovat.

Zékladni kontroly jsou dvé - kontrola kvality a kontrola kontaminace. Na za-
kladé vysledkt téchto kontrol nasleduje v predzpracovani dalsi krok a tim je filtrace
sumt. Pod pojmem Sumy si muzeme predstavit casti sekvenci s nizkou kvalitou ¢i
rizné typy kontaminace, které by znehodnocovaly naslednou analyzu dat. V pri-
padé, ze by vzorky byly prilis kontaminovany ¢i by meély velmi nizkou kvalitu, by
bylo vhodné ukonéit jejich predzpracovani a odstranit je, aby negativné neovlivnily
konecny vysledek analyzy.

Dalsim krokem je identifikace chimér. Chiméry, jinak chimérické sekvence, jsou
artefakty vzniklé nespravnym spojenim dvou nebo vice sekvenci, ¢asto béhem PCR.
U 16S rRNA sekvenci se chimérickych sekvenci vyskytuje fddové od 1 % do 5 %, i
pres to je vhodné tyto ¢asti odfiltrovat. Odstranénim nekvalitnich, kontaminovanych
a chimérickych casti ze sekvenci je ukonceno predzpracovani dat, a tim jsou data
pripravena na cilenou klasifikaci a vizualizaci. Vysledkem této analyzy je napriklad

taxonomicka klasifikace ¢i stanoveni alfa diverzity vzorku. [44], [45]
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Obr. 3.1: Vyvojovy diagram navrhu algoritmu
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3.2 Kontrola kvality a jeji vyhodnoceni

Prvnim krokem pii bioinformatické analyze by méla byt kontrola kvality sekvenac-
nich dat. Ctvrty fadek FASTQ soubort, jak je ndm jiz zndmo, predstavuje kvalitu
jednotlivych bazi sekvence. Tuto sekvenci znaki miizeme znat pod nazvem Phred
skore nebo () skore. Skére je zaznamenano pomoci znakia ASCII, které jsou defino-
vany na zakladé jednoduchych vzorct vychazejicich z pravdépodobnosti chybného
prirazeni baze. Vyssi skore indikuje mensi pravdépodobnost chyby, nizsi skére nao-
pak znaci chybu. [42]

Typickym znakem vystupt [llumina sekvenatori je postupné klesani Phred skore
v zavislosti na délce ¢teni. Jedna se o zcela norméalni stav zplisobeny samotnym
principem SBS, konkrétné fazovanim. V kazdém cyklu je sekvenator vymyvan che-
mikaliemi, které blokuji jednotlivé nukleotidy. Po dokonceni cyklu je tfeba odstranit
tyto blokatory, aby cyklus mohl byt znovu zahajen. Pokud blokator neni odstranén,
dochazi k fazovani a pti dalsim cyklu je stary nukleotid detekovan podruhé. Od této
chvile bude tento fragment o jeden cyklus opozdén oproti ostatnim fragmenttm.
S pribyvajicimi cykly jsou fragmenty ¢im dal tim vice asynchronni, coz se odrazi
na klesajici hodnoté Phred skdre. [46]

Kontrola kvality byla provedena pomoci programu FastQC (v0.11.5, [47]). Do ni
vstupuji jednotlivé FASTQ soubory, které pro kazdy vzorek vytvori report v HTML
prostfedi. Diky programu MultiQC (v1.13, [48]) muzeme vSechny vysledky dét
do jednoho reportu, rovnéz v HTML prostiedi. Kromé zakladnich statistickych idaja
(napriklad délka jednotlivych sekvenci) ndm program i graficky zobrazi prumérnou
hodnotu kvality v zavislosti na pozici ve ¢teni. Ukazka jednoho vystupu z MultiQC
3.2 je k vidéni nize.

Podle grafu jsme schopni fict, které sekvence jsou kvalitni (zelené), nekvalitni
(Cervené) nebo dostacujici (oranzova). Taktéz si muzeme vSimnout, ze Phred skore
opravdu klesa tak, jak je zvykem u sekvenci z Illumina sekvenatorti. Podle grafu
z programu MultiQC bychom mohli konstatovat, ze kvalitnich sekvenci je sedm a
vzdy se jedna o sekvence R1 - tedy sekvence, které byly ¢teny od zacatku ke konci.
Jedna dostacujici je taktéz R1. Zbylych osm nekvalitnich jsou na druhou stranu
sekvence R2. To, ze sekvence R2 jsou méné kvalitni je zplisobeno vyse popsanym
znehodnocovanim sekvenci vlivem fazovani pri SBS - nejdrive se sekvenovalo z jedné
strany, poté z druhé, a proto je kvalita u R2 nizsi nez u R1. Nicméné i pfes barevné
rozliseni sekvenci na kvalitni a nekvalitni mizeme Tict, Ze i nekvalitné zarazené
sekvence jsou v zavéru kvalitni - Phred skore neklesd pod hodnotu 20, coz je vysledek,

se kterym by se slo pri bioinformatické analyze spokojit.
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FastQC: Priimérné skore kvality
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Obr. 3.2: Primeérné skore kvality jednotlivych ¢teni

3.3 Kontrola kontaminace a jeji vyhodnoceni

Dalsim krokem by méla byt kontrola, zda vzorky nebyly pred ¢i béhem sekveno-
vani kontaminovany. Kontaminace miuze byt zptusobena vsemi moznymi zpusoby,
napriklad kouskem ktze ¢lovéka, ktery vzorek pripravoval. Kontrola probiha tak, ze
sekvenacni data jsou porovnavana s databazi genomi, diky kterym muzeme zjistit,
odkud data pochézeji.

Kontaminaci vzorku lze zjistit pomoci programu Fast() Screen (v0.15.1, [49]),
ktery pro kazdou sekvenci vytvori report v HTML prostredi a taktéz graf v PNG
souboru, ktery je pro jeden vzorek k vidéni na obrazku 3.3. Jedné se o sloupcovy
graf, ktery na ose x obsahuje jednotlivé genomové databaze a na ose y procentualni
zastoupeni. Nize ukdzany obrézek je upraven, na ose x byly kromé Arabidopsis,
Escherichia coli a mitochodnrialni DNA i dalsi genomové databaze, jako treba lidsky,
mysi, potkani ¢i cervi.

U zpracovavanych dat nebyla zjisténa markantni kontaminace (mysleno lidskymi,
mysimi, ¢ervimi ¢ jingmi genomy). Urcité procentudlni zastoupeni lze vsak pozoro-
vat u skupin Arabidopsis, FEscherichia coli a mitochodnridlni DNA.

Arabidopsis oznacuje rod rostlin bézné se vyskytujicich v mirném pasu - nej-

Castéji se jednda o roslinu Arabidopsis thaliana, Cesky znama jako husenic¢ek rolni.
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V jejich genomu jsou obsazeny geny, které se casto shoduji s geny bakterii, a proto
se jednad o bézny nélez u analyzy mikrobiomu. Escherichia coli je bakterie typicka
pro prujmova onemocnéni. Pritomnost této bakterie ve vzorku ze strevniho mikro-
biomu je tedy bézna a analyzu nijak neovlivni. Mitochondridlni DNA taktéz patii

k obvyklym néleztim ve stfevnim mikrobiomu. [49], [50], [51]
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Obr. 3.3: Ukazka vysledki kontroly kontaminace z nastroje Fast() Screen pro jeden
vzorek
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3.4 Filtrovani Sumu

K filtrovani a samotné klasifikaci sekvenci byl pouzit tutorial Moving pictures z plat-
formy QIIME 2 [52]. Tento tutoridl obsahuje nékolik kroku, které vedou k ziskani
taxonomické klasifikace jednotlivych vzork.

Prvnim krokem v tomto tutorialu je nacteni dat, které se lisi podle forméatu
vstupnich dat. Format dat, ktery pouzivame, se jmenuje Casava. Jedna se o ty-
picky vystupni format FASTQ souboru z [lluminy sekvenatori, kdy oproti klasickym
FASTQ souborim je pozménéna hlavicka nasledujici za znakem "@". V hlavicce je
navic napriklad uvedeno, jestli se jedna o R1 nebo R2. V pripadé, ze vstupni data
by byla multiplexovana, by bylo potieba provést jesté demultiplexaci. Nase vstupni
data jsou vsak jiz demultiplexovana, proto je tento krok vynecham.

Druhym krokem je filtrace dat. K tomu slouzi dva nastroje - DADAZ2 a Deblur.
Pri filtraci byl pouzit nastroj Deblur, ktery byl vytvoren pravé na sekvenacni data
ze sekvendtorti Illumina MiSeq ¢i Illumina HiSeq. Princip spoc¢iva v tom, ze sek-
vence se nejdrive sefadi podle abundance - to znamena, zZe se serfadi podle poctu
¢teni. Déle je vypocitana Hammingova vzdalenost (jednd se o vzdalenost urcujici,
na kolika mistech se dvé ¢teni od sebe lisi), diky které jsou odstranény sekvence,
které nesplnuji stanovené podminky, a jsou tim padem oznaceny za nevalidni. Po této

¢asti je dokonceno filtrovani dat. [53]

3.5 Klasifikace sekvenci

Po filtraci nasleduje klasifikace, ktera je opét provedena pomoci tutorialu Moving
pictures. Aby bylo mozné nélezy ve vzorcich taxonomicky prifadit k spravnym bak-
teriim, je potfeba mit u vzorku klasifikator. Jednd se o natrénovany soubor, ktery
v sobé obsahuje identifikace bakterii (obecné mikroorganismi) ve vSech taxonomic-
kych trovnich. Diky tomu je mozné v prilozenych vzorcich porovnavat jednotlivé
casti sekvenci pravé s timto klasifikatorem a ziskat tak jejich taxonomickou klasifi-
kaci. Klasifikator je mozné bud podle vlastni potfeby natrénovat a vytvorit si tak
stazitelné na internetu. V této préaci byl pouzit jiz natrénovany naivni Bayesovsky
klasifikator z platformy QIIME2. Jedna se o klasifikator ziskany pomoci Bayesovské
véty vyuzivajici techniku strojového uceni. Konkrétné se jedna o klasifikator z data-
béze Greengenes (verze 13.8, [54]) naformétovany piimo pro pouziti s platformami
QIIMEL a QIIME2. [55], [56]
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3.6 Vyhodnoceni vysledkii

Hodnoceni vysledkii bylo provedeno dvéma zptsoby - pomoci vizualizace taxono-
mickych jednotek ve sloupcovych grafech a vypocitanim alfa diverzity Shannon-

Wienerovym indexem.

3.6.1 Vizualizace taxonomickych jednotek

K vizualizaci klasifikace bylo tfeba nechat si vygenerovat taxonomické vysledky.
Pro kazdy vzorek tak byla vytvorena slozka obsahujici CSV soubory pro kazdou
taxonomickou jednotku - celkové tedy sedm souborti, kdy v prvnim souboru jsou
ulozeny vysledky na trovni fiSe (nejvyssi taxonomicka jednotka pii analyze mik-
robiomil, obecné je nejvyssi doména) a v sedmém souboru zase na urovni druhu

K vykreslovani grafi byly pouzity vysledky na turovni kmentu (druhd nejvyssi
jednotka) a na urovni druhi. P¥i analyze mikrobiomu je drobnd vyjimka oproti
jinym taxonomickych analyzam - mikroorganismy nemayji specifikovanou jednu celou
kategorii - TiSi, kterd je v obecné hierarchické struktufe druhéd nejvyssi (hned po
doméné, viz obrazek 1.5). Pro usnadnéni se tedy nazvy domén (Archea, Bacteria,
FEucarya) udavaji jako nazvy fisi. Proto i v nasledujicim popisu dat ti¥i zdkladni
domény budou popisovany jako rise.

Pro prehlednou vizualizaci vysledkt byl vytvotren skript v jazyce R, ktery gene-
ruje sloupcové grafy zobrazujici procentudlni zastoupeni nédlezl ve vzorcich na riz-
nych trovnich. Do skriptu vstupuje pouze cesta do slozky obsahujici soubory s vy-
sledky analyzy na druhé (kmenové) a sedmé (druhové) trovni. Kazdy sloupec pred-
stavuje jeden vzorek, jehoz nazev je k vidéni na ose x, na ose y je procentudlné
vyjadieno zastoupeni nélezl, které jsou vypsany v legendé grafu. Mezi typy na-
lez1 je vzdy i kategorie Unassigned, kam spadaji vSechny nezatrazené detekce v kon-
krétni drovni (jinak fe¢eno, program dokézal rozpoznat, Ze dand ¢ast sekvence spada
do kmene Firmicutes, nedokazal vsak rozlisit, o jaky druh se jednd). Na kmenové
drovni jsou témér vsechny casti zarazeny do konkrétnich kment, na druhové drovni
je vsak mnohem tézsi danou ¢éast sekvence zaradit ke specifickému druhu, a proto je
v této trovni mnohem vétsi podil nezatazenych detekci oproti tém zafazenym.

Prvni typ sloupcového grafu, k vidéni na obrazku 3.4, vyjadiuje procentualni
slozeni mikrobiomu na trovni kmenti. S jistotou lze Fict, Ze nejhojnéji zastoupenym
kmenem napti¢ témér vsemi vzorky je kmen Firmicutes. Hned po néj néasleduji
kmeny Actinobacteria a Bacteroidetes.

Dalsim typem sloupcovych grafa byly grafy zobrazujici zastoupeni druhti bakterii

pro ur¢ity kmen. Celkem tak byly vytvoreny Ctyti grafy pro kmeny Actinobacteria,
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Obr. 3.4: Sloupcovy graf zobrazujici procentudlni zastoupeni [%] nélezi na drovni
kmene pro jednotlivé vzorky

Bacteroidetes, Firmicutes a Proteobacteria, a to z duvodu, zZe ve vzorcich pravé
tyto ¢tyri kmeny byly nejcastéji zastoupeny a mély nejrozmanitéjsi druhovou kate-
gorizaci. Na obrazku 3.5 je vidét kmen Firmicutes - u tohoto kmene bylo nejvice
detekovanych typt druht bakterii, pricemz nevice zastoupenym rodem bakterii byl
rod Clostridium, specialné druh Clostridium ruminantium. Cely tento rod se bézné
vyskytuje ve stfevnich mikrobiomech obratlovcti a bakterie jsou vuci hostiteltim
brani jako komenzalové (organismy, které neskodné souziji s hostitelem). Pokud ale
dojde k premnozeni (zejména bakterie Clostridium difficile), muze dojit ke vzniku
klostridiové stfevni infekce. [57], [5§]

Na obrazku 3.6 je k vidéni dalsi druhova analyza, u které byly nalezeny konkrétni
druhy bakterii, a to u kmene Actinobacteria, na rozdil od kment Bacteroidetes (ob-

razek 3.7) a Protebacteria (obrazek 3.8), u nichz zadné druhy nebyly nalezeny.
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Obr. 3.5: Sloupcovy graf zobrazujici procentudlni zastoupeni [%] nélezi na drovni

druhu pro kmen Firmicutes pro jednotlivé vzorky
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Obr. 3.6: Sloupcovy graf zobrazujici procentudlni zastoupeni [%] nélezi na drovni

druhu pro kmen Actinobacteria pro jednotlivé vzorky
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Obr. 3.7: Sloupcovy graf zobrazujici procentudlni zastoupeni [%] nélezi na drovni
druhu pro kmen Bacteroidetes pro jednotlivé vzorky
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Obr. 3.8: Sloupcovy graf zobrazujici procentudlni zastoupeni [%] nélezi na drovni
druhu pro kmen Proteobacteria pro jednotlivé vzorky
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3.6.2 Analyza diverzity pomoci Shannon-Wienerova indexu

Pro uréeni diverzity (rozmanitosti) mikrobiomu byl pro kazdy vzorek vypocitan
Shannon-Wiener index urcujici alfa diverzitu vzorku. Hodnota 0 znamena, ze
ve vzorku neni zadna diverzita - jinak Tec¢eno, v celém prostfedi je pouze jeden
se hodnoty ale pohybuji v rozmezi od 1.5 do 3.5. [59], [60]

K vypocitani byly pouzity vysledky z taxonomické analyzy na trovni druhu ne-
souci informace o poc¢tu detekci pritazenych ke konkrétnimu druhu bakterie. VSechny

vysledky jsou k vidéni v tabulce 3.1.

Tab. 3.1: Shannon-Wiener indexy znacici alfa diverzitu pro jednotlivé vzorky

Nazev vzorku | Shannon-Wiener index
ERR3237569 2.27
ERR3237570 2.46
ERR3237571 2.38
ERR3237572 1.96
ERR3237573 2.47
ERR3237574 2.41
ERR3237575 2.14
ERR3237576 2.59

v/

Z téchto vysledki muzeme usoudit, ze nejrozmanitéjsi diverzitu ma vzorek
ERR3237576 na rozdil od vzorku ERR3237572, jehoz diverzita je nejmensi. Stale
jsou vSak vSechny hodnoty v rozmezi 1.5 az 3.5, z ¢ehoz mlizeme vyvodit, Ze ve vsech

pripadech byly vzorky dostateéné rozmanité.
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4 Zpracovani dat z Fakultni nemocnice Brno

Néasledujici cast bakalarské prace se zabyva zpracovanim dat z Fakultni nemoc-
nice (FN) Brno - konkrétné z Interni hematologické a onkologické kliniky, z Centra
molekularni biologie a genové terapie. V pilotni studii bylo ziskano od 22 hemato-
logickych pacientu (tedy od pacientii, u kterych bylo diagnostikované onemocnéni
krve) 59 vzorku stolice. Postup predzpracovani i samotné analyzy byl stejny jako

v navrzeném algoritmu pro predchozi data, ktery je k vidéni na obrazku 3.1.

4.1 Zpracovavana data

Stejné jako v predchozi analyze dat jsou i data ze FN ve formatu FASTQ. K sek-
venaci bylo zaslano 16 vzorkt. U vzorku ¢islo 10, 11, 13 a 15 vsak doslo k chybé
a uspésné se osekvenovalo pouze 12 vzorkl. Vzorky 1 az 8 byly pripraveny pomoci
kitu typu PowerFecal a vzorky 9 az 16 zase pomoci kitu typu Mole P084B. Sekve-
nac¢ni kit je sada obsahujici vSechny slozky (chemikalie a potfebné néstroje) potrebné
k sekvenovani. [61]

Podrobnéjsi informace jsou uvedeny v tabulce 4.1. V tabulce vidime, ze sekvenace
opét probihala principem paired-end, takze od kazdého vzorku mame dva soubory
a délka jednoho ¢teni je 300 bp.

4.2 Hodnoceni kvality

Hodnoceni kvality pro vzorky z FN Brno je k vidéni na obrazku 4.1, ktery zobrazuje
prumérné skére kvality jednotlivych ¢teni na uréité pozici. Krivky kvality jsou sice
programem FastQC vybarveny oranzové a ¢ervené (coz znaci, ze jsou méné kvalitni
az nekvalitni), hodnota Phred skore se vsak z velké ¢asti pohybuje nad 20. V tom
pripadé miizeme sekvence povazovat za kvalitni a neni proto tfeba zadnych dalsich
kroki vedoucich ke zlepseni jejich kvality. Taktéz mtizeme vidét klesavou tendenci

kvality, ktera je typickd pro Illumina sekvenatory:.
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Tab. 4.1: Jednotlivé vzorky se stanovenym poctem c¢teni a s typem sekvenacniho

kitu

Nazev vzorku

Soubory FASTQ

Pocet ¢teni

Sekvenacdni kit

S1 L001 R1 001 225 634
GA-230303LADFMBO01 - - PowerFecal

S1 L001 R2 001 225 634

S2 L001 R1 001 119 835
GA-230303LADFMBO02 - - PowerFecal

S2 L001 R2 001 119 835

S3 L001 R1 001 216 106
GA-230303LADFMBO03 - - PowerFecal

S3 L001 R2 001 216 106

S4 L0O01 R1 001 190 851
GA-230303LADFMB04 - - PowerFecal

S4 L001 R2 001 190 851

S5 L001 R1 001 183 068
GA-230303LADFMBO05 PowerFecal

S5 L001 R2 001 183 068

S6 L001 R1 001 169 694
GA-230303LADFMBO06 PowerFecal

S6 L001 R2 001 169 694

S7 L001 R1 001 191 792
GA-230303LADFMBO07 * - PowerFecal

S7 L001 R2 001 191 792

S8 L001 R1 001 197 356
GA-230303LADFMBO08 * - PowerFecal

S8 L001 R2 001 197 356

S9 L001 R1 001 184 064
GA-230303LADFMB09 - - Mole P084B

S9 L001 R2 001 184 064

S10 L001 R1 001 147 374
GA-230303LADFMB12 - T Mole P084B

S10 L001 R2 001 147 374

S11 L1001 R1 001 201 583
GA-230303LADFMB14 - - Mole P084B

S11 L001 R2 001 201 583

S12 1001 R1 001 201 566
GA-230303LADFMB16 o T Mole P084B

S12 L001 R2 001 201 566

40




FastQC: Priimérné skore kvality
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Obr. 4.1: Priimérné skore kvality jednotlivych ¢teni pro data z FN Brno

4.3 Hodnoceni kontaminace

Po spusténi programu Fast() Screen (v0.15.1, [49]) byly patrné malé stopy kontami-
nace - konkrétné u mysich, krysich, lidskych a ¢ervich genomti byly nalezeny shody.
I pres velmi malé hodnoty shod bylo potieba kontaminaci ze vzorkt vyfiltrovat, aby
negativné neovliviiovala néasledujici analyzu. Pro filtraci byly pouzity nastroje Mini-
Map2 (v2.26 r1175, [62]) a Samtools (v1.17, [63]). Pomoci Minimap2 byl namapovan
kazdy vzorek s referenci - s lidskym genomem GRCh38.p1j [64] stazenym z data-
baze Narodniho centra pro biotechnologické informace. Pomoci nastroje Samtools2
poté dojde k vyfiltrovani ¢asti, které nejsou namapované a nakonec vystup ulozi
ve formatu FASTQ.

4.4 \Vysledky analyzy

Stejné jako u predchozich dat bylo po spusténi skripti vygenerovano pét grafickych
reprezentaci procentudlniho zastoupeni nélezi ve vzorcich. Na prvnim vygenerova-
nych grafii je procentualni vyobrazeni nalezii na tirovni kmene, ktery je na obrazku
4.2. Kmeny Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Elusimicrobia, Firmicu-

tes, Fusobacteria a Proteobacteria jsou kmeny spadajici do tiSe Bacteria na rozdil
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od kmene FEuryarchaeota, ktery jako jediny z detekovanych kment patii do Tise
Archaea. U jedenacti vzorku lze jasné urcit, ze nejhojnéji detekovanym kmenem je
kmen Firmicutes - napiiklad u vzorku GA-230303LADFMBO03 tvori pres 80 % vSech
bakterii. Naopak u vzorku GA-230303LADFMBO03 jsou nejvice zastoupeny kmeny
Bacteroidetes a Proteobacteria.

Na obrazku 4.3 je druhové zastoupeni pro kmen Actinobacteria - muzeme vidét,
ze ve vétsiné pripadii nebylo mozné presné zaradit bakterie az na urovni druhu.
U dvou vzorkt vsak byly detekovany dvé konkrétni bakterie - u vzorku
GA-230303LADFMBO05 se jedné o bakterii Paraeggerthella hongkongensis a u vzorku
GA-230303LADFMBO07 o bakterii Bifidobacterium breve.

Na obrazku 4.4 je k vidéni druhové zastoupeni kmene Bacteroidetes. Zde jsou
nejpocetnéjsi ndlezy Alistipes onderdonkii a Human gut metagenome (v tomto pii-
padé se nejedna o konkrétni druh bakterie, nybrz o identifikovany lidsky strevni
metagenom, ktery byl rozpoznan diky klasifikdtoru pri taxonomické analyze).

Obrazek 4.5 vyobrazuje druhovou analyzu pro kmen Firmicutes. Na prvni po-
hled lze usoudit, Ze oproti ostatnim kmentim byl pravé tento nejvice dopodrobna
detekovan. Podle grafu souhrnné muzeme ftict, Ze nejvice se ve vzorcich vyskytuje
rod bakterii Clostridium (konkrétné bylo detekovano Sest druht bakterii spadajicich
pravé do tohoto rodu).

Posledni graf zobrazuje na obrazku 4.6 druhy kmene Proteobacteria. Zde byla

detekovan pouze jeden typ bakterie, a to u Sphingobium estrogenivorans u vzorku
GA-230303LADFMBI16.

Vzork
GA- 730303LADFMBU] GA- XOK(HLADFMBO; GA-230303LADFMBO0S GA-230303LADI'MB07 GA-] 230303LAD1 MB0Y GA-: ZSOJUJLADI ‘MB14 Y
GA-’ 30303LADFV[BOZ GA-: 2'30303LADFMBO4 GA- 230303LADFMBOG GA-2 3()30'§LADFMB()8 GA-! 30?03LADFMBIZ GA- 230303LADFMB]6

Typy naleza
[0 Actinobacteria
[0 Bacteroidetes
I Cyanobacteria
B Elusimicrobia
B Euryarchaeota
W Firmicutes
[0 Fusobacteria
[ Proteobacteria
[ Unassigned

Procentuélni zastoupeni [%]

Obr. 4.2: Sloupcové grafy zobrazujici procentualni zastoupeni [%] nalezti na trovni
kmene pro jednotlivé vzorky
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Obr. 4.3: Sloupcové grafy zobrazujici procentudlni zastoupeni [%] nalezii na drovni
druhu pro kmen Actinobacteria pro jednotlivé vzorky
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3

. Prevotella copri
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Obr. 4.4: Sloupcové grafy zobrazujici procentudlni zastoupeni [%] nalezii na drovni
druhu pro kmen Bacteroidetes pro jednotlivé vzorky
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Obr. 4.5: Sloupcové grafy zobrazujici procentudlni zastoupeni [%)] nalezii na drovni

druhu pro kmen Firmicutes pro jednotlivé vzorky
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Obr. 4.6: Sloupcové grafy zobrazujici procentudlni zastoupeni [%] nalezii na drovni

druhu pro kmen Proteobacteria pro jednotlivé vzorky
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Taktéz byla vypocitana alfa diverzita pomoci Shannon-Wiener indexu, ktery je
pro kazdy vzorek k vidéni v tabulce 4.2. Podle vysledkii mtizeme fict, Ze nejrozma-
nitéjsi byl vzorek GA-230303LADFMBI12. U vzorku GA-230303LADFMBO02 nebylo
vsak mozné diverzitu vypocitat a to z divodu, ze jako jediny nebyl schopen deteko-
index vypocitali z vysledki na trovni kmene, dostali bychom hodnotu 0.25. Z ni
miuizeme usoudit, ze vzorek mél velmi malou diverzitu, o ¢em se muzeme presvéd-
¢it i z obrazku 4.2, kde vidime, Ze pres 90 % vzorku je tvoreno bakteriemi kmene

Firmicutes.

Tab. 4.2: Shannon-Wiener indexy znacici alfa diverzitu pro jednotlivé vzorky z FN

Brno
Nazev vzorku Shannon-Wiener index

GA-230303LADFMBO1 1.98
GA-230303LADFMB02 -

GA-230303LADFMBO03 1.84
GA-230303LADFMBO04 0.89
GA-230303LADFMBO05 2.28
GA-230303LADFMBO06 2.38
GA-230303LADFMBO7 2.29
GA-230303LADFMBO08 1.04
GA-230303LADFMBO09 1.47
GA-230303LADFMB12 2.39
GA-230303LADFMB14 2.16
GA-230303LADFMB16 0.89
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5 Generovani reportu pro diagnostické ucely
ve Fakultni nemocnici Brno

Posledni c¢asti této prace bylo vytvorit skript, ktery automaticky bude generovat
reporty slouzici k diagnostickym tcéeliim ve FN Brno. Pro vygenerovani jednoho re-
portu pro jeden vzorek musi do skriptu vstoupit dva CSV soubory. Prvni v sobé
obsahuje informace o taxonomické klasifikaci vzorku na trovni druhu a druhy CSV
soubor predstavuje souhrnnou tabulku s informacemi jak o pacientovi (jméno pa-
cienta, rodné ¢islo, datum zahajeni lécby a podobné), tak i informace tykajici se
vzorku i samotného pribéhu sekvenovani (jméno vzorku, délka jednoho éteni ¢i typ
sekvenatoru). Cely kod je zabalen do jedné velké funkce, kterda po spusténi vygene-
ruje do paméti pocitace sest kolacovych grafii zobrazujici procentualni zastoupeni
nalezi na urcitych drovnich a nakonec i samotny report ve formatu PDF, ktery se
ulozi na stejné misto jako zminéné grafy. Schématické znazornéni generovani reportu

je k vidéni na obrazku 5.1.

informace_pacient_vzorek.csv level-7_GA-230303LADFMBOS.csv
Vzorek:Typ sekvenatoru;Délka &tenf;Podet éteni;Sekvenaéni kit;;Rodné &islo;Pfijmeni;Jméno;Datum odbéru;Datum Zahajeni 165y index,GA-230303LADFMBO5
GA-230303LADFMBO1;lllumina MiSeq;: Bab ) i ,2020-07-15 k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacill;__;_;_; ,2677.0
GA-230303LADFMBO2; lllumina MiSeq;; 300 119535 1 2020-07-16 k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae; __;__,3053.0

_Lactobacillales.

05-21:2020-07-17 k_Bacteria piF\rmlcutes c__Bacil

1r;2023-05-22;2020-07-18 k_Bacte
k_Bacte

MiSeq:;300;2161 1112345
GA-230303LADFMBOA4: lllumina MiSeq:300:190851-PowerFecal-12345678901 Nov

Olsenella;_,1159.0

p _Bacteroidetes;

;Novak;Petr;: 5-23,2020-07-19 —
GA-230303LADFMBOE: lllumina 112345 Novak Petr.2023.05.24.2020.07-20 k__Bact irmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;__;__, 1029.0
GA-230303LADFMBO7;lllumina MiSeq;300;. 191792 PuwerFez:aI 1234567890;Novak;Petr;2023-05-25,2020-07-21 :7222: 'J;: j(f()gsolrgila o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g_Dorea;s__longicatena,901. 0
GA-230303LADFMBOS;lllumina ;12345 ak;Petr; 5- k_Bact

[

A 230303LADFMBOS.llumina MiSed.300.154064:Mole POBAB. 1234567890;Novak Pelr. 2023-05.27.2020-07 23 K Bacteriap—Frmicotesic . Ciostidiio_Clostridisles_Ruminococcaceae “&_Gemmigers_jormicis. o
GA-230303LADFMB12; lllumina MiSeq;300;147374;Mole POB4B;;1234567890;Novak;Petr;2023-05-28,2020-07-24 | Bacteriaip__Firmicutes-c_| Lactobacillales {_Lactobacillaceae,

GA-230303LADFMB14; lllumina MlSeq 300;201583;Mole PO84B;;1234567890;Novak;Petr;2023-05-29;2020-07-25 | Bacteriaip_Firmicutes-c_(
GA-230303LADFMB16;lllumina MiSeq;300;201566;Mole POB4B;;1234567890;Novak:Petr;2023-05-30; k_Bacteriaip_Firmicutes; .-

_lactaris, 171.0

PDF _report.pdf

Obr. 5.1: Schématické znézornéni tvorby PDF reportu slouziciho k diagnostickym

ucelum ve Fakultni nemocnici Brno

Prvni ¢ast reportu nese nazev Informace o pacientovi, kde jsou prehledné vy-
psany vsSechny informace z CSV souboru se souhrnnou tabulkou. Stejné vypada i
druhd c¢ast reportu s nazvem Technické informace. Za tim nasleduje tabulka nesouci
hodnoty procentudlniho zastoupeni kment ve vzorku a zaroven i referencni roz-
sahy, ve kterych by se u zdravého jedince mély tyto hodnoty vyskytovat. Diky tomu
je mozné jednoduse interpretovat, jestli mikrobiom pacienta je v rovnovazném pro-
spésném stavu ¢i je riznymi vnéjsimi i vnittnimi jevy vyveden z rovnovahy. Posledni
¢asti ivodni strany je informace o diverzité mikrobiomu vyjadiena Shannon-Wiener

indexem definujici alfa diverzitu vzorku.

46



Na druhé a treti strané reportu je graficky znazornéna diverzita mikrobiomu
pomoci Sesti kolacovych grafi. Prvni dva v sobé nesou informace o slozeni na trovni
kmene a na trovni druhu pro vSechny kmeny dohromady. Ctyii dalsi rozifuji graf
s druhovou analyzou - kazdy jeden zobrazuje druhy pro urcity kmen (opét byly
pouzity ¢tyti nejcastéji vyskytujici se kmeny ve stievnim lidském mikrobiomu).

Ukazka jednoho vygenerovaného reportu je k vidéni v priloze A.
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Zavér

V této bakalarské praci je nejdiive vypracovana ve ¢tyfech podkapitolach literarni
reserse shrnujici vSechny teoretické informace potfebné k pochopeni prace. Prvni
podkapitola se zabyva anatomii a fyziologii stiev, druhda slozenim stfevniho mik-
robiomu, kde byly popsany i zakladni pojmy jako mikrobiom ¢i metagenom. Tteti
podkapitola se vénuje dattim z 16S rRNA, sekvenatorim, pripravou knihovny pro
sekvenovani [llumina sekvenatorem a taktéz samotnym postupem Illumina sekveno-
vani. Posledni ¢tvrta podkapitola pojednava o moznostech vyhodnoceni stievniho
mikrobiomu, a to pomoci taxonomickych jednotek a vypocitanim diverzity mikro-
biomu.

V druhé casti prace jsou popsana testovaci data, ktera byla v praci pouzita a
taktéz FASTQ format, ktery je pro takovy typ dat typicky.

Treti cast se vénuje navrzeni algoritmu slouzicimu k bioinformatickému zpra-
covani dat. Algoritmus byl navrzen a otestovan na testovacich datech a poté byl
pouzit na zpracovani dat z Fakultni nemocnice Brno. Algoritmus obsahuje c¢asti,
jako je kontrola kvality a kontaminace, filtrace, klasifikace sekvenci a nakonec vy-
hodnoceni pomoci grafickych reprezentaci taxonomickych jednotek a vypocitanim
alfa diverzity vzorktt Shannon-Wienerovym indexem.

Navrzeny algoritmus byl aplikovan na dvanéact vzorkt z Fakultni nemocnice Brno
poskytnutych z Interni hematologické a onkologické kliniky, z Centra molekularni
biologie a genové terapie, pricemz vzorky byly ziskany od hematologickych pacientt.
Bylo zjisténo, ze nejvice zastoupenymi kmeny napti¢ vzorky jsou kmeny Firmicu-
tes a Bacteroidetes. U bézného stievniho mikrobiomu by 90 % bakterii stfevniho
mikrobiomu mélo byt pravé z kment Firmicutes a Bacteroidetes, z ¢ehoz muzeme
vyvodit, ze zadny z pacientti nemél markantné poskozené slozeni stfevniho mikro-
biomu vlivem lé¢by. Nejméné zastoupenym kmenem byl kmen Furyarchaeota, ktery
byl detekovan pouze u ¢tyt vzorki. Tento kmen vsak jako jediny ze zbylych deteko-
vanych kment nepatii do tiSe Bacteria, nybrz do tise Archaea.

Pro vSechny vzorky byla taktéz pomoci Shannon-Wienerova indexu vypocitana
alfa diverzita. Bylo zjisténo, Ze ne vSechny vzorky maji diverzitu v referenénim
rozsahu od 1.5 do 3.5. U vzorku ¢islo 2 nebylo mozné ziskat vysledky taxonomie
na urovni druhu, a proto jako u jediného vzorku nebylo mozné vypocitat druhovou
diverzitu. Nejrozmanitéjsi mikrobiom byl detekovan u vzorku GA-230303LADFMB12,
jehoz hodnota Shannon-Wienerova indexu byla 2.39.

V posledni ¢asti prace je popsan proces tvorby reporti, které mohou slouzit k di-
agnostickym ucelim ve FN Brno, kde pravé probiha pilotni studie analyzy stievniho
mikrobiomu u hematologickych pacientii a bude diky nim mozné sledovat jeho zmény

ve sloZeni v zavislosti na 1éCbé.
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Seznam symbolli a zkratek

DNA deoxyribonukleova kyselina

ENA Evropsky archiv nukleotidii

FN Fakultni nemocnice

NGS sekvenatory druhé generace
PCR polymerazova fetézova reakce
RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina
SBS sekvenovani pomoci syntézy
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A \Vygenerovany report slouzici k diagnos-
tickym ucelim do Fakultni nemocnice Brno

V priloze je k vidéni vygenerovany report pro vzorek GA-230303LADFMBO05. Infor-
mace o pacientovi (jméno, prijemni, rodné ¢islo, datum odebrani vzorku a datum

zahdjeni 16¢by) jsou smyslené, technické informace jsou vsak jiz pravdivé.

o6



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Analyza stfevniho mikrobiomu

Report analyzy lidského stfevniho mikrobiomu z 16S rRNA

Informace o pacientovi

Prijmeni: Novak

Jméno: Petr

Rodné éislo: 1234567890

Datum odebrani vzorku: 2023-05-23
Datum zahajeni 1ééby: 2020-07-19

Technické informace

ID vzorku: GA-230303LADFMBO05
Sekvenator: Illumina MiSeq

Délka jednoho c¢teni: 300 bp

Pocet cteni: 183068

Typ sekvenaéniho kitu: PowerFecal

Zastoupeni kmenu bakterii

Kmen Procentualn{ zastoupeni ve vzorku [%] Referenéni rozsah [%]
Actinobacteria 11.81 1.0-5.0
Bacteroidetes 13.69 30.0-60.0

Firmicutes 61.68 30.0-60.0
Fusobacteria 0.00 0.0-1.0
Proteobacteria 0.09 1.5-5.0
Verrucomicrobia 0.00 1.5-5.0
Tenericutes 0.00 0.02-0.4
Euryarchaeota 0.00 0.01-0.06
Unassigned 12.73

Diversita mikrobiomu
Shannon-Wiener index: 2.28 (referen¢ni rozsah: 1.5-3.5)



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Analyza stfevniho mikrobiomu

Slozeni na urovni kmene

Taxonomie na urovni kmene pro vzorek GA-230303LADFMB05

Actinobacteria
Bacteroidetes
Euryarchaeota
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria
Tenericutes
Unassigned
Verrucomicrobia

Slozeni na urovni druhu

Taxonomie na urovni druhu pro vzorek GA-230303LADFMB05

Clostridium methylpentosum
Dorea longicatena

Gemmiger formicilis
Paraeggerthella hongkongensis
Ruminococcus lactaris
Unassigned




FAKULTNI
: BHEBIIOCNICE
Analyza stfevniho mikrobiomu

Slozeni na Grovni druhu pro jednotlivé kmeny

Kmen Firmicutes a kmen Bacteroidetes

Taxonomie na urovni druhu pro kmen Firmicutes Taxonomie na drovni druhu pro kmen Bacteroidetes

B Clostridium methylpentosum .
B Dorea Iongicaten)flip B Unassigned
B Gemmiger formicilis

B Ruminococcus lactaris
B Unassigned

Kmen Proteobacteria a kmen Actinobacteria

Taxonomie na drovni druhu pro kmen Proteobacteria Taxonomie na arovni druhu pro kmen Actinobacteria

! B Eggerthella
B Unassigned B Paraeggerthella hongkongensis
B Unassigned




B Obsah elektronické prilohy

V elektronické priloze se nachazi dvé slozky obsahujici skripty vytvorené pro potieby
bakalarské prace. Ve slozce jsou ulozeny dvé podslozky - v prvni podslozce nesouci
nazev Predzpracovdani dat a analyjza jsou skripty naprogramované pomoci skriptova-
ciho jazyku Bash, které byly spousténé v prostiredi Linuxu. Jedné se o soubory:

o run_ Fastqc.sh

e decontamination.sh

o Tazonomy TestData.sh

o Tazonomy FNData.sh

Prvni skript run_ Fastgc.sh u dat vytvori pomoci nastroje FastQC reporty hod-
notici kvalitu sekvenci a zaroven i jeden souhrnny soubor vytvoreny nastrojem
MultiQC obsahujici vSechny reporty v jednom. Druhy skript decontamination.sh
slouzi k odstranéni kontaminovanych casti sekvenci. Treti a ctvrty skript Tazo-
nomy__0ldata.sh a Taxonomy FN.sh slouzi k samotné analyze dat.

V druhé podslozce s nazvem Vizualizace dat, generovdini reportu jsou ulozZeny
skripty naprogramované pomoci jazyku R, jeden skript naprogramovany pomoci R
Markdown slouzici k vykreslovani soubori do PDF, jeden soubor ve formatu TEX
definujici zahlavi reportu a logo FN Brno ve formatu JPG. Vypis soubort je vidéni
zde:

e BP_ TestData_sloupce kmeny.R

e BP_TestData_sloupce druhy.R

e BP _FNData_sloupce_kmeny.R

e BP _FNData_sloupce druhy.R

e BP diverzita.R

e BP_generovani__reportu.R

e PDF report.Rmd

o zahlavi.tex

* logo.jpg

Skripty BP__TestData__sloupce _kmeny.R, BP__TestData__sloupce__druhy.R,
BP_FNData__sloupce__kmeny.R a BP_FNData__sloupce__druhy. R slouzi k vykreslo-
vani grafickych reprezentaci jak pro testovaci data, tak pro data z FN Brno. Skript
BP__diverzita. R vyhodnocuje diverzitu vzorkii pomoci Shannon-Wiener indexu. Po-
sledni dva skripty BP__generovani_reportu.R a PDF _report. Rmd slouzi k vykres-
lovani reportl - po spusténi prvniho skriptu se zavola skript druhy a vytvori tak

report ve formatu PDF.
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