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ABSTRAKT

Diplomové prace se zabyva vytvorenim automatického softwarového nastroje Bacterial
Explorer, ktery umoznuje odhaleni novych bakterii za pomoci dostupnych bioinforma-
tickych nastrojii. Nastroj je vytvoren v souladu s pozadavky Vyzkumného lstavu ve-
terinarniho lékarstvi (VUVel) a je testovan na datech z poskytnuté VUVel databaze.
Teoreticka Cast je vénovana popisu bakteriadlni typizace, metodam, které se pouzivaji
pro genomickou analyzu a jiz dostupnym nastrojim pro bakteridlni typizaci. V praktické
Casti se prace zaméfuje na implementaci automatického softwarového nastroje s nazvem
Bacterial Explorer zahrnujici popis nastrojli na pozadi vytvofeného nastroje, uzivatelské
prostfedi a implementaci do online databaze VUVel. V posledni ¢asti se prakticka ¢ast
zabyva testovanim nastroje a diskusi vysledkd.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This master's thesis deals with the develop of an automatic software tool - Bacterial
Explorer which allows the discovery of unknown bacteria using available bioinformatics
tools. The tool is developed in accordance with the requirements of the Veterinary
Research Institute (VRI) and is tested on data from the provided VRI database. The
theoretical part is dedicated to the description of bacterial typing, methods used for
genomic analysis, and already available tools for bacterial typing. In the practical part,
the thesis focuses on the implementation of the automatic software tool called Bacterial
Explorer, including a description of the tools behind the created tool, the user interface
and implementation in the online database of VRI . The final part of the practical section
deals with tool testing and discussion of the results.
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Uvod

Bakterialni typizace a identifikace hraji klicovou roli pri odhalovani novych bakterii.
V soutasné dobé se Vyzkumny tstav veterinarniho lékaistvi (VUVeL) snazi iden-
tifikovat nové bakterie v mikrobiomu zvirat pro 1ucely inovativnich probiotickych
metod. Bakteridlni typizace obecné zahrnuje dva pristupy - fenotypové a genoty-
pové metody. Fenotypové metody predstavuji nemolekularni metody identifikace
bakterii a jejich hlavni nevyhodou je zejména casova naroc¢nost. Genotypové me-
tody predstavuji molekularni metody typizace a oproti fenotypovym metodam jsou
rychlejsi. Diplomova prace se zabyva vytvorenim nastroje Bacterial Explorer, ktery
umoznuje rychlé porovnani neznamé bakterie s referencénimi genomy.

Diplomova préace se v prvni kapitole teoreticky vénuje bakterialni typizaci. Je zde
nastinéna problematika fenotypovych a genotypovych metod, pricemz je kladen du-
raz zejména na genotypové metody. Jsou zde popsany jak nesekvenacéni genotypové
metody, tak sekvenacni genotypové metody.

Druhé kapitola popisuje metody, které se uplatnuji pri analyze genomickych
dat. Tato kapitola prindsi prehled algoritmu, které jsou na pozadi bioinformatic-
kych nastroji. V prvni ¢asti této kapitoli je popsan hladovy algoritmus a heuris-
tické vyhledavani podobnych sekvenci. Druha ¢ast této kapitoly se zabyva skrytymi
Markovovymi modeli, algoritmem mapovani bez zarovnani a algoritmem minMLST.

Ve treti kapitole jsou popsana data poskytnuta z bakteridlni databaze VUVeLu.
Na tuto treti kapitolu navazuje ¢tvrta kapitola, kterd se zabyva “state-of-the-art*
dostupnymi nastroji, které jsou nyni nejcastéji uplatnovany pti bakterialni typizaci.
Jsou zde popsany néastroje BLAST, Cd-hit, Barrnap, FastANI a BLAT.

Posledni kapitola predstavuje nové vytvoreny nastroj - Bacterial Explorer, ktery
byl nésledné propojen s online databézi VUVeLu. Kapitola se zabyva backendem
nastroje, frontendem néstroje a testovinim néstroje. V ramci testovani nastroje
je testovana uzivatelska privétivost, ale také funkénost néstroje Bacterial Explo-
rer. Testovani je provedeno jednak na bakteriich z poskytnuté bakteriali databaze
VUVeLu, ale také na bakteriich, které byly stazeny z NCBI databdze. Konkrétné jsou
pouzity bakterie Treponema pallidum, Helicobacter pylori a Escherichia coli Nissle
1917. Tyto bakterie jsou vhodné k testovani, jelikoz jsou laboratorné prozkoumany.

V ramci testovani je také provedena diskuse.
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1 Bakterialni typizace

Bakterialni typizace hraje klicovou roli pii vyrobé probiotik. Probiotika jsou zivé
mikroorganismy, které jsou pii poziti v dostatecném mnozstvi prospésné pro zdravi
hostitelského organismu [I]. Presna identifikace bakteridlnich kmenti je nezbytnd
k vylouceni patogennich a rezistentnich druht, coz je dulezité pro ochranu zdravi
spotrebitelt. Kazdy bakterialni kmen ma specifické vlastnosti, které prinaseji ruzné
zdravotni prinosy. Bakterialni typizace umoznuje vybér téch, které jsou nejvhodnéjsi
pro dané terapeutické ucely [1], [2].

Identifikace bakterialnich kmenii je také klicovym krokem v prevenci a Tizeni
infek¢nich onemocnéni. Studium vnitrodruhové variability umoznuje lékaiim a ved-
cum lépe porozumnét vlastnostem a chovani téchto bakterii, coz vede k efektivnéj-
simu boji proti rizikovym bakteriim. [3]

Vnitrodruhova variabilita je zptsobena zejména horizontalnim prenosem gent,
ztratou nebo akvizici gent a rekombinaci [4]. Bakteridlni typizace je klicovym néstro-
jem pro identifikaci riznych kment v rdmci jednoho druhu [5]. V zévislosti na kon-
krétni situaci miize byt bakteridlni typizace provedena na riznych trovnich - lokalné,
regionalné nebo mezinarodné. Lokalni droven zahrnuje primarni laboratore, na regi-
onalni drovni muzou byt vzorky zaslany do referenc¢ni laboratore a na mezinarodni
trovni dochézi ke spolupréci v rdmei mezindrodnich siti a organizaci [6].

Bakterialni typizace obecné zahrnuje dva pristupy - fenotypové a genotypové
metody [6]. V soucasnosti jsou tradiéni fenotypové metody postupné nahrazovany
modernéjsimi genotypovymi metodami. Nicméné neexistuje univerzalni typizacni
metoda, ktera by byla vhodna pro vSechny situace. Proto je nezbytné vybirat tech-

niky nebo kombinace technik, které nejlépe vyhovuji konkrétni situaci. [6], [7]

1.1 Fenotypové typizacni metody

Fenotypové typizac¢ni metody predstavuji nemolekularni metody identifikace bakte-
rif na zakladé pozorovani projevii genové exprese [§]. Projevy genové exprese umoz-
nuji sledovat zmény chovani bakterii v zavislosti na okolnich podminkach [8]. Mezi
priklady fenotypovych parametri, které jsou vyuzivany pri typizaci bakterialnich
izolatl, patii biochemické reakce, analyza bakteriofagt, stanoveni antimikrobidlni
rezistence a studium sérologickych vlastnosti [9].

Nevyhody fenotypovych metod spocivaji v tom, ze jsou obvykle pracné a casové
narocné, zejména kvuli nutnosti pripravy kultivacnich médii a nasledné kultivaci
bakterii. Také jsou ptilis variabilni pro praktické vyuziti v epidemiologickych studi-
ich [10]. Fenotypové metody jsou schopny rozlisit pouze druhy s vyraznymi rozdily

v expresi fenotypovych gent [§]. Vzhledem k tomu, Ze vétsina infekénich patogeni
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predstavuje mensi podskupinu uvnitt kment jednoho druhu, mohou tyto metody
nedostatecné zachytit jejich genetickou rozmanitost. Dalsi nevyhodou fenotypovych
metod je, ze ¢asto vyzaduji predbézné znalosti o bakterialnich izolatech, které maji
byt typizovany [8].

Mezi nejbéznéji pouzivané typizacni metody patii biotypizace, sérotypizace, ty-
pizace na zdkladé antibiogramu, figova typizace a proteomickd typizace [0]. Bio-
typizace je metoda, ktera se opird o kultiva¢ni a biochemické testy. Tuto typizaci
lze provadét prostrednictvim testi provadénych na makrozkumavce. Sérotypizace
slouzi k identifikaci a rozliseni bakterialnich kment na zakladé odlisnych antigen-
nich determinant na povrchu bunék. Typizace na bazi antibiogramu se provadi bud
diftzi 1é¢iva na pevném agaru nebo fedénim léciva v tekutém médiu. Hlavnim ci-
lem této metody je urcovani rezistence bakterii vuci antibiotikiim. Fagova typizace
vyuziva rozdilnou citlivost bakteridlnich kment k urc¢itym druhtim bakteriofagi.

Na obréazku je zobrazen princip a postup této metody. [6]

Kultivované bakterie jsou
naneseny na misku

A) .. Bakteriofdg A Bakteriofdg B
Fagy jsou "
naneseny na i i

Tvorba plaki indikujici citlivost
hostitele na faga A

specifickd a0
mista wh

—

. Bakteriofdg D

Inkubace

Bakteriofdg C

B)

Bakteridlni vzorek infikovany Bakteriofdgovd Piebyteéné bakteriofdgy jsou usmrceny
bakteriofagem amplifikace antivirotikem

Yook
AL
1 I

Bunéénd lyza a Pfidani rychle rostoucich Bunéénd lyza a Svétld mista predstavuji replikaci
uvolfiovani nahradnich bunék, které umoziuji uvolfiovani bakteriofagt
bakteriofagh dalii replikaci bakteriofagh bakteriofagt

Obr. 1.1: Fagova typizace. V ¢asti A) je zndzornén princip fagové typizace, v ¢asti
B) je zndzornén princip replikacnich testt bakteriofagt. Obrazek byl prevzat a mo-
difikovén z [11].
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Proteomické metody (viz obrazek jsou zalozeny na vykonné hmotnostni
spektrometrii, kterd umoznuje analyzu proteint bakteridlnich kmenu [6]. Kazd4 z
téchto metod ma své vyhody i nevyhody a muze byt vhodnd pro konkrétni epi-
demiologické nebo védecké ucely. Avsak v soucasné dobé jsou fenotypové metody

postupné nahrazovany genotypovymi metodami [6].
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Obr. 1.2: Princip proteomickych metod zalozenych na hmotostni spektrometrii. Kul-
tivované bakterie jsou stépeny pomoci enzymu (napft. trypsinu) na peptidy. Nésledné
jsou peptidy extrahovany a ocistény od prebytecnych soli. Poté je provedena hmot-
nostni spektrometrie a nasledna analyza dat. Obrazek byl prevzat a modifikovan
z [12].
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1.2 Genotypové typizacni metody

Genotypové metody predstavuji molekularni metody typizace, které slouzi prede-
vSim k analyze genetickych rozdili mezi bakterialnimi izolaty [6]. Rozvoj molekulérni
genotypizace umoznil klasifikaci mikroorganismi na tirovni druhu a poddruhu. Do té
doby byla jedinou metodou umoznujici klasifikaci poddruhu sérotypizace, ktera roz-
lisuje bakteridlni druhy na sérotypy. [6], [S]

Hlavnimi vyhodami genotypovych metod, oproti fenotypovym, jsou rychlost ana-
lyzy a schopnost poskytovat vysokou diskriminaci mezi riznymi izolaty [6]. Mnoho
genotypovych metod nabizi také pristup k rozsahlym databazim s referencnimi ge-
notypy [13], [14], [15], [16], coz zvySuje reprodukovatelnost vysledki a umoziuje
mezindrodni srovnani dat [6]. Obecné lze molekuldrni metody rozdélit na metody
zalozené na sekvenovani a metody, které nejsou zalozené na sekvenovani tzv. nesek-

venacni genotypové metody [6].

1.2.1 Nesekvenacni genotypové metody

Nesekvenacni genotypové metody rozlisuji zkoumané kmeny na zakladé rozdili ve ve-
likosti DNA fragmenti, které vznikaji amplifikaci genomové DNA nebo stépenim
DNA pomoci restrikénich enzymi [3]. Mezi nesekvenacéni genotypové metody patii
napiiklad pulzni gelové elektroforéza (PFGE), ribotypizace nebo analyza polymor-
fismu délky restrikénich enzymu (RFLPs) [I7]. Tyto techniky jsou vSak postupné

nahrazovany typizaci zalozenou na celogenomovém sekvenovani (WGS) [17].

Pulzni gelova elektroforéza

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) je technika, kterd je Siroce uznavana jako “zlaty
standard” pro bakteridlni typizaci [6]. Jeji popularita vychézi z vysoké diskrimi-
nacni schopnosti, nizkych nakladt, vysoké epidemiologické relevantnosti a vnitro-
laboratorni reprodukovatelnosti [5]. Tato metoda se vyrazné uplatiiuje pii kontrole
infekei a sledovani prenosu patogenit v nemocni¢nim prostiedi [18].

Porovnani vysledkit PFGE z bakterii izolovanych od pacientti, zdravotnickych
pracovnikii a prostfedi nemocnice umoznuje identifikovat zdroje infekce, zastavit
sifeni patogenti a tim prispét k prevenci nemoci a snizeni umrtnosti [19]. Pravidelné
odebirani vzorka od zdravotnickych pracovikii a monitorovani prostiedi nemocnice
spolu s PFGE typizaci umoznuje identifikaci a sledovani dominantnich kment, které
mohou pfezivat v nemocni¢nim prostiedi [20] [21].

Zakladem PFGE je princip ¢asové fizené zmény orientace migrace DNA v zavis-

losti na velikosti fragmentu [I§]. Tato periodickd zména polarity elektrického pole
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umoznuje oddélit molekuly DNA razné délky [I8]. Protokoly PFGE byly v pri-
béhu poslednich dvou desetileti vyvinuty a standardizovany, coz umoznilo efektivni
mezilaboratorni srovnani v ramci siti, jako je napiiklad PulsNet USA Network [6].

Obecné se jednotlivé protokoly lisi predevsim v metodach lyzy bakteridlnich bu-
nék, vybérem restrikéniho enzymu, nastavenim parametrii spinace a délkou elektro-
forézy. Vétsina téchto protokoli vyuziva pufr 50mM Tris [I§]. Pro konkrétni typy
bakteri jsou pouzivany ruzné protokoly, které specifikuji restrikéni enzymy a op-
timalni podminky. Toto rozmanité pouziti protokoli umoznuje srovnani pulznich
typt mezi riznymi laboratofemi a usnadnuje identifikaci bakterialnich kment spo-
jenych napiiklad s potravinovymi onemocnénimi [I§]. Obecny postup procesu pii-
pravy DNA pro PFGE je popsén na obrazku [1.3]
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Smichdni  Vytvoreni enzymatickym
G, bunék a zétek nebo
== . oL .
AGACTY e neenzymatickym o DNAZ  fezani pomoci
Odebrani a promyti ~ roztokem Neporusend - bakterie  stpen
bun&tné suspenze TP => —) |ZO[|)DI\\|IEHB —) restrikenimi
5 enzymy
Naliti Uvolfiovani a E
smési do deproteinizace DNA z nizkych Makrorestrikénf
formy DNA eukaryot fragmenty DNA
G F
T PFGE
E
e Rl analjza
l Barveni gelu
- Elektroforéza Pulzni
Pofizovani snimkfi a karyotypt typy
analyza dat

Obr. 1.3: Obecné schéma Pulsni gelové elektroforézy. Obrazek byl prevzat a modifi-
kovan z [22].

Jako alternativy k PFGE byly zavedeny typizacni metody zalozené na polyme-
razové tetézové reakci (PCR). Tyto typizacni metody jsou robustnéjsi a snadnéji
proveditelné. Piikladem jsou metody ERIC PCR, rep-PCR a MLVA. Pfesto se tyto
metody v soucasnosti pouzivaji pouze pro vyzkumné ucely nebo jako doplnkova
technika k PFGE v referen¢nich centrech. [I§]

Polymorfismus délky restrikénich fragmentu

Polymorfismus délky restrik¢nich fragmentu (angl. Restriction Fragment Length Po-

lymorphism = RFLP) se pouziva pro analyzu unikatnich vzoru ve fragmentech DNA
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za ucelem genetické diferenciace mezi organismy [23]. RFLP vyuziva tyto rozdily v
DNA sekvencich pro rozpoznani a studium genetickych variaci jak uvnit druhu, tak
mezi druhy [24].

Restrikéni endonukledzy stépi DNA na kratké fragmenty [23]. Vzdalenost mezi
misty Stépeni konkrétni restrikéni endonukledzy se muze mezi jednotlivci lisit, coz
vede k riznym délkdm DNA fragmenti produkovanych touto endonukleazou jak
mezi jednotlivymi organismy, tak mezi riznymi druhy [25]. Prvnim krokem analyzy
RFLP je extrakce a ¢isténi DNA. Vycisténd DNA je poté stépena pomoci restrik¢énich
enzymu, které obvykle rozpozndvaji urcité sekvence délky 6-8 bp [23]. Fragmentace
DNA je nasledné analyzovana pomoci gelové elektroforézy, béhem které jsou frag-
menty oddéleny na zakladé jejich velikosti a ndboje. Béhem elektroforézy migruji
mensi fragmenty rychleji nez vétsi fragmenty smérem ke kladné elektrodé [23]. To
vede k rozdéleni vzorki DNA do ruznych pasu na gelu. Nasledné je gel oSetren
luminiscen¢nimi barvivy, aby byly pasy DNA viditelné [23].

RFLP bylo diive pouzivano v aplikacich, jako jsou testy otcovstvi (viz ,
forenzni analyza, medicina a genetické studie [24]. S ndstupem PCR byla tato me-
toda postupné nahrazovdana metodami zaloZzenymi na PCR [23]. Postup RFLP vy-
zaduje Tadu kroku a trva tydny, nez jsou vidét vysledky, zatimco PCR poskytuje
vysledky béhem nékolika hodin. Proto PCR vyrazné nahradila RFLP ve vétsiné apli-
kaci vyzadujicich sekvenovani DNA | jako jsou testy otcovstvi nebo forenzni analyza
vzorku [23].
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Obr. 1.4: Urceni otcovstvi na zdkladé metody RFLP: Izolovand DNA je pouzita
k amplifikaci specifické sekvence. Produkt amplifikace (amplikon) je nasledné roz-
stépen enzymem a vysledné fragmenty jsou separovany gelovou elektroforézou. Vy-
sledné fragmenty lze vyuzit k vylouceni nebo potvrzeni otcovstvi. Obrazek byl pre-
vzat z [20].
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1.2.2 Sekvenacni genotypové metody

Sekvenovani celych genomu (angl. Whole-Genome Sequencing = WGS) predsta-
vuje moderni piistup v analyze sekvenci celych organismif6]. Tato metoda se stala
klicovym nastrojem v obasti bakteridlni genomiky a umoznuje detailni studium ge-
netickych vlastnosti bakteridlnich kment[6].

Ptvodni Sangerovo sekvenovani [27] bylo velmi ndkladné a ¢asové narocné. To
vedlo ke vzniku novych sekvenacnich technologii, oznacovanych jako sekvenovani
nové generace (angl. Next Generation Sequencing = NGS), a sekvenovani tfeti ge-
nerace (angl. Third Generation Sequencing = 3GS), které je zalozené na sekveno-
vani jediné molekuly DNA [28], [29], [30]. Tyto technologie pfinesly zasadni zlom
ve WGS, jelikoz systémy NGS jsou rychlejsi, cenové dostupnéjsi a umoznuji sekve-
novani bakteridlnich genomu béhem jediného dne [6].

Celogenomové sekvenovani poskytuje obrovské mnozstvi dat. Diky tomu maji
typizaéni metody zalozené na WGS vysokou diskrimina¢ni schopnost [31]. Metody
typizace zalozené na WGS se staly zddanymi technikami v mnoha aplikacich, véetné
predikce fenotypu, genomickych studii nebo vyvoje vakein [6].

WGS data tvori technologicky zaklad pro rizné metody typizace. Prikladem
je jednolokusova sekvené¢ni typizace (angl. Sigle Locus Sequencs Typing = SLST),
multilokusové sekvenéni typizace (angl. Multi Locus Sequence Typing = MLST),
MLST jadra genomu (angl. core genome = cgMLST), MLST celého genomu (ang].
whole genome = wgMLST) a detekce jednonukleotidovych polymorfismi (angl. Sin-

gle Nucleotide Polymorphism = SNP), s riznou mirou rozliseni [6].

Multilokusova sekvencni typizace

Multilokusova sekvencni typizace je jednou z nejpopularnéjsich genotypovych metod
pro charakterizaci bakteridlnich kment. Tato technika se zaméruje na sekvenovani
souboru fragmenttt DNA o délce priblizné 400 - 600 bp [6]. Pocet zkoumanych lokust
zévisi na konkrétnim vyzkumu, ale obvykle se pouziva sedm lokusi [6], [3].

Pro dosazeni dostate¢ného rozliseni mezi blizce pribuznymi bakteriemi byla vyvi-
nuta schémata MLST [35], [36] pro bakterie pattici do stejného rodu (nebo dokonce i
druhu) [37]. Schémata umoznuji srovnani genotypu s referenénimi databazemi, které
jsou snadno dostupné prostrednictvim internetu, coz umoznuje rychlé a efektivni
srovnéani alelickych profili mnoha kmenu [38] .

V ramci MLST je prvnim krokem pouziti PCR k amplifikaci vnitinich seg-
mentt gent z chromozomalni DNA pomoci part primert uvedenych na webovych
strankach [6], [39]. Ziskané fragmenty jsou nésledné sekvenovany v obou smérech.
Poté jsou sekvence porovnany s existujicimi alelami na daném lokusu, a kazdému

lokusu je prirazeno ¢islo odpovidajici specifické alele [6], [39].
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Sekvenovani vice lokusti prinasi MLST vyhodu vyssi diskriminac¢ni schopnosti a po-
skytuje vyznamny obraz ohledné skutecné evolucni historie kmene, ¢ehoz neni mozné
dosahnout pri pouziti jediného lokusu [6], [40]. Nicméné, MLST mé také nékolik ne-
vyhod. Aleldm jsou prirazena cisla, kterda nemusi plné odpovidat skutecné genové
sekvenci [3]. To ¢ini fylogenetickou analyzu méné spolehlivou. Kromé toho pouzi-
vani vysoce konzervovanych genti v MLST nékdy nepostacuje k detekci variability
u blizce pribuznych kmenti. Navic, sekvenovani sedmi lokust je casové narocné a

finan¢né nakladné [3], [6].

Bakterialni typizace analyzou jednonukleotidovych polymorfismi

Analyza jednonukleotidovych polymorfismii rozlisuje bakteridlni izolaty na zakladé
mutaci na konkrétnich mistech v jejich genomu. Analyza SNP identifikuje jed-
notlivé izoldty a urcuje jejich vzdjemnou piibuznost [6]. Vysledky analyzy zavisi
na typu a poloze zmén nukleotidi v genomu. Mohou vznikat tzv. synonymnim mu-
tace, kdy dojde k mutaci, ale aminokyselina se neméni, nebo mohou vznikat nesy-
nonymni mutace, pii kterych se méni aminokyselinova sekvence [41]. Zejména syno-
nymni mutace jsou vyuzivany k urc¢eni evolu¢niho piivodu mikroorganismi a k iden-
tifikaci izolatt, které jsou si vzajemné blizce piibuzné [41]. Piibuznost kmenu lze
objasnit zkoumanim vice SNP [41].

Analyza SNP porovnavava izolaty s jednim referenénim genomem, coz umoznuje
identifikaci jednonukleotidovych mutaci. V této analyze je dilezité, aby byl refe-
rencni genom tUzce spojen s genomy zkoumanych izolatl, coz zajistuje spolehlivost
identifikace fylogeneticky relevantnich SNP. Jinak by hrozilo podhodnoceni vyskytu
SNP v disledku rozdili mezi izolatem a zvolenym referencnim genomem [42], [43].
Samotny proces identifikace SNP se sklada ze dvou hlavnich krokt. Prvnim kro-
kem je mapovani surovych sekvenci na referencéni genom. Néasledné je provedena
identifikace SNP s vyuzitim prisnych kritérii, kterdA minimalizuji riziko chybnych

zarovnani nebo chyb v procesu sekvenovani [6], [44], [45].
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2 Metody analyzy genomickych dat

Analyza genomickych dat je stézejni pro pochopeni genetickych mechanismu a funkc-
nich a evoluénich vztahii. S rostoucim mnozstvim dat byly postupné vyvinuty algo-
ritmy, které umoznuji rychlejsi a efektivnéjsi praci s objemnymi genomickymi daty.
Kapitola prinési prehled algoritmi, které jsou na pozadi bioinformatickych nastrojt

pro ucely bakterialni typizace.

2.1 Hladovy algoritmus

Hladovy algoritmus hraje v bioinformatice a genomice vyznamnou roli, jelikoz rychle
vyhledava a analyzuje biologické sekvence s ohledem na jejich podobnost [46]. Hla-
dovy algoritmus postupné vybira nejlepsi feseni v dany okamzik, aniz by bral v
tvahu budouci dusledky [47]. V bioinformatice se tento pristup pouziva k rychlému
vyhledavani podobnych sekvenci v rozsdhlych genomickych databazich [4§].

Hladovy algoritmus neprovadi komplexni zarovnani sekvenci, ale pracuje s krat-
kymi tiseky sekvenci nebo-li seminky. Seminka predstavuji kratké tiseky sekvenci, které
slouzi jako pocatecni body pro vyhledavani podobnosti [49]. Tento pristup umoziuje
analyzu velkych datovych sad a identifikaci homolognich sekvenci [48], coz je dulezité
napf. pro vyhledéavani gent [50], identifikaci kédovanych proteint [51] a nebo analyzu

evolu¢nich vztahu [46].

2.2 Heuristické vyhledavani podobnych sekvenci

Heuristika hraje v bioinformatice klicovou roli pfi analyze genomickych dat, zejména
pti vyhledavéni podobnych sekvenci [52]. Heuristicky pristup zahrnuje pouziti ruz-
nych zjednodusenych strategii a trikt, které umoznuji rychlejsi a efektivnéjsi analyzu
biologickych dat, aniz by byla provadéna vypocetné narocna zarovnani sekvenci [52].

Heuristické piistupy ¢asto pracuji napt. s principy filtrace nizké podobnosti [53],
pouzitim seminek [54] a hledanim lokalnich shod [55]. Filtrace nizké podobnosti
eliminuje sekvence s nizkou pravdépodobnosti relevantni podobnosti. Seminka pred-
stavuji kratké tseky sekvenci, které slouzi jako pocatecni body pro vyhlednavani
shod [54]. Casto se také heuristické piistupy zamé&fuji na hledani lokalnich shod, coz

je dulezité pro identifikaci funkci nebo vzora [55].
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2.3 Skryty Markovoviiv model

Skryty Markoviv model (angl. Hidden Markov Model = HMM) predstavuje so-
fostikovany matematicky model, ktery ma siroké vyuziti v oblasti analyzy geno-
mickych dat [56]. Jednd se o pravdépodobnostni model umoznujici generovani sek-
venci a identifikaci vzori v sekvencich. V bioinformatice zaujimé HMM zasadni
postaveni, zejména diky své schopnosti pracovat s pravdépodobnostnimi stavy [57].

HMM se sklada z konecéného poctu stavii, kde kazdy stav reprezentuje urcity
biologicky kontext nebo vzor. Tyto stavy jsou spojeny prechody s pravdépodob-
nostmi, coz uréuje mozny vyvoj v analyze sekvenci [57]. Kazdy stav HMM muze
emitovat pozorovani, coz jsou konkrétni hodnoty nebo znaky v sekvenci. Tato emi-
tovana pozorovani jsou spojena s pravdépodobnostmi pro kazdy stav. Ovsem nékteré
stavy mohou byt skryté, coz odrazi realitu v biologickych datech, kde taky nejsou
vSechny informace zfejmé [56].

HMM nachézi uplatnéni napt. pii vicendsobném zarovnani sekvenci [57]. Oproti
tradi¢nim metodam vicenasobného zarovnani poskytuji metody vicenasobného za-
rovnani zalozené na HMM mnoho vyhod. Tradi¢ni metody vicenasobného zarovnani
vyzaduji znalost skérovacich parametri. HMM mohou byt trénovany na nezarovna-
nych sekvencich a poté miizou byt pouzity k vytvoreni vicenasobného zarovnani, coz
vede k eliminaci potfeby obtizné volenych skérovacich parametri [56]. Princip vice-
nasobného zarovnani pomoci HMM je na obrazku [2.1]

a) Zarovnané sekvence

Seq 1 5—+—T c - G A—— 3
Seq2 5——T c A (o} A —— 3
Seq3 5——T G A G T—— 3
Seq 4 5—>—a8 Cc A C - —»— 3
Seq5 5—— - c A (o} T— 3

b) HMM bez deleci a inzerci @ @l
Shoda

(Star)—atM M, My MM —End) Ol
3 Dulce

¢) HMM s delecemi a inzercemi

Obr. 2.1: Princip vicenasobného zarovnani pomoci HMM. Obrézek byl prevzat a mo-
difikovan z [58].
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Dalsi vyuziti maji HMM napiiklad pfi rozpoznavani gentt v DNA sekvencich [59).
Modely mohou identifikovat introny, exony nebo dalsi funkéni prvky v genomu.
HMM lze také pouzit k provadéni profilovych analyz proteinovych sekvenci nebo mu-
zou predikovat sekunddrni struktury proteint [60]. Také mohou byt pouzity k ana-

Iyze evolucnich vztahtt mezi ruznymi druhy [57].

2.4 Algoritmus mapovani bez zarovnani

Algoritmus mapovani bez zarovnani (angl. Alignment-free mapping algorithm =
AFMA) predstavuje moderni pfistup v oblasti bioinformatické analyzy genomickych
dat [6I]. Tento algoritmus se lis{ od tradi¢nich metod zarovnani sekvenci tim, Ze
nevyzaduje presné zarovnani celych sekvenci, ale spoléhd se na jiné charakteris-
tiky a vlastnosti dat [62]. Tento algoritmus umoznuje rychlé mapovani sekvenci
na referen¢éni genomy [61].

AFMA pouziva k zarovnani k-mery, coz jsou kratké tseky o pevné délce [63].
Tato metoda umoznuje rychle a efektivné urcit podobnost mezi sekvencemi na za-
kladé viskytu a ¢etnosti k-mert. Cetnosti k-merti jsou pak porovnany mezi sekven-
cemi a referen¢nimi genomy, coz umoznuje urcit, zda jsou sekvence podobné nebo od-
lisné [61].

AFMA je dulezity nastroj v oblasti analyzy genomickych dat a prispiva k rych-
lému a efektivhimu mapovani sekvenci a analyze podobnosti mezi biologickymi
daty [61]. Jeho vyuziti v bioinformatickych aplikacich prinasi nové moznosti pro stu-

dium genomickych dat.

2.5 Algoritmus minMLST

Algoritmus minMLST, zobrazeny na obrazku [2.2] predstavuje optimalizac¢ni algorit-
mus zaloZzeny na strojovém uceni [64]. Hlavnim tkolem minMLST je minimalizace
poctu gent ve schématech cgMLST pomoci identifikace informativnich genti a ana-
lyzy kompromisu mezi redukei poctu gent a vykonnostni typizaci [64]. Schémata
cgMLST predstavuji specifické soubory genti, které jsou vyuzivany pro bakteridlni
typizaci. Tyto soubory obsahuji lokusy, které jsou povazovany za jaderny genom
dané skupiny mikroorganismi.

Identifikace informativnich gent je zalozena na algoritmu XGBoost. XGBoost
predstavuje soubor klasifika¢nich a regresnich stromi, které postupné zlepsuji chyby
predchozich klasifikdtorii. K vyhodnoceni dilezitosti genti se pouzivaji rtizné po-
dobnostni metriky, napt. SHAP hodnoty (angl. Shapley Additive explanations =
SHAP), vaha, pokryti nebo zisk. Vaha udéava, kolikrat je gen pouzit k rozdéleni
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dat v pribéhu tvorby rozhodovacich stromu. Zisk vyjadiuje primérnou nebo celko-
vou tuc¢innost dané¢ho genu pri snizovani chybovosti modelu. Pro porovnani hodnot
dtlezitosti genti je pak vyuzit Pearsontiv a Spearmaniiv korelac¢ni koeficient a upra-
veny ndhodny index (angl. Adjusted Rand Index = ARI). MinMLST tedy kom-
binuje algoritmy strojového uceni s podobnostnimi metrikami za tcelem efektivni

analyzy a optimalizace schémat cgMLST. [64]

a) geny b) XGBoost c) Dilezitost gentl
, , — () Q= FTL_1218| 187
trenovact ON R * O 28 FTL0129| 99
S¢ g I e Y o W
validaéni C®O0O0 0O 44'*-‘?\0 FTL_0485 9.2
o FTL_1403| 8.8
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S - ¥ ¥ o o '
| ool Ko FILoess; O
FTL_1067| 0O
d) e)
Hierarchické shlukovani Evaluace
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m redukce genti -

Obr. 2.2: Postup metody minMLST. (a) Filtrovani typu shlukt s jednim izoldtem
z puvodniho schématu cgMLST a nasledné rozdéleni izolatl na trénovaci a validac¢ni
mnozinu. (b) Trénovani klasifikdtoru XGBoost, dokud neni dosazeno minimalni ztra-
tové funkce. (c) Kvantifikace dulezitosti genu v natrénovaném modelu XGBoost po-
moci zvolené miry (SHAP, vaha, prirtustek). Iterativni opakovani kroku (d) a (e) pro
schématu pomoci hierarchického shlukovani zalozeného na vzdélenosti. (¢) Vyhodno-
ceni vykonnosti typizace pouzitim testu vyznamnosti na upraveny ARI, porovnani
typt vyvolanych minMLST a zakladnich referenc¢nich typii shluki preddefinovanych
v puvodnim schématu cgMLST. Obrazek byl prevzat a modifikovan z [64].
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3 Sbirka bakterialnich genomi

Testovani vytvoreného nastroje, jako jednoho z hlavnich cili této diplomové prace,
bylo provedeno na sbirce VUVeL. Tato sbirka obsahuje celkem 452 bakteridlnich
izolatu [70], [71], [72], z nichz 398 pochazi z caeca kuru doméciho a 54 z praseciho
trusu. Izolaty predstavuji zastupce 8 riiznych kmenti, coz ndm poskytuje komplexni
pohled na mikrobiom tohoto prostredi. Kazdy z téchto izolatia byl podroben sek-
venaci a nasledné byla provedena analyza genomického obsahu a taxonomického

zafazeni [71].

3.1 Metodika pripravy a uchovani bakterialnich izo-
lata

Pripravu 133 bakterialnich izolatt z kutecich slepych sttev popisuje studie Medvec-
kého a kol. [TI]. Stejnym zptsobem byly pripraveny i zbyvajici izolaty, které byly
doplnény do shirky VUVeLu pozdéji, jak popisuji studie [70], [72]. Slepa stieva kuru
doméciho pochézela od ndhodné vybranych kohoutu a slepic ve véku od 4 do 40
tydni.

Vzorky byly sériové zfedény v predpripraveném redukovaném PRAS dilu¢nim
roztoku a naneseny na Wilkins-Chalgrentv anaerobni agar (WCHA) doplnény 30 %
bachorové tekutiny. Bachorova tekutina byla kravam odebréana oralni sondou a na-
sledné byla prefiltrovana pres bavinénou tkaninu, odstredéna pri 8000 g po dobu 30
minut a sterilizovana filtraci pres filtr s velikosti péru 0,22 pm. [71]

Po pétidenni inkubaci pti 37 °C bylo z kazdé agarové plotny odebrano priblizné
10 dobte oddélenych kolonii rizné morfologie, které byly precistény subkultivaci
na WCHA [71]. VSechny izoldty byly uchovany pfi -80 °C v redukovaném PRAS di-
luénim roztoku obsahujicim glycerol o koncentraci 20 % a stejny objem ovéi krve [71].

Izolovana DNA byla precisténa pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen).
Sekvenacni knihovna byla pripravena z 1 ng genomové DNA bez RNA pomoci sady
Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina) [71]. Sekvenovéani celého ge-
nomu bylo provedeno pomoci platformy NextSeq 500 v rezimu parovych ¢teni (2
x 150 bp) za pouziti kitu NextSeq 500/550 High Output Kit v2 (Illumina) [71].
Surové sekvenacni data byla ofezédna natrojem Trimmomatic [73] a ofezand parova

¢teni byla sestavena pomoci de novo assembleru IDBA-UD v1.1.1 [74].
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3.2 Predzpracovana taxonomicka identifikace a funkéni

analyza bakterialnich izolati

Bakterialni druhy byly definovany na zakladé porovnani celych sekvenci 16S rRNA
pomoci nastroje BLAST se zdznamy ulozenymi v databazi sekvenci 16S rRNA NCBI.
Jednotlivé druhy byly identifikoviny na zdkladé nejnizsi e-hodnoty [71] . Ze 133
izolatu byla pro 15 izolatu podobnost s jinou sekvenci nizsi nez 94 %, coz miuze
naznac¢ovat moznost novych druht [71]. VSechny sekvence 16S rRNA byly porovnany
také s databazi RDP SeqMatch, coz umoznilo alternativni taxonomii véetné zarazeni
jednotlivych izolatt do vyssich taxonomickych jednotek [71].

Kromé toho byly k ovéreni taxonomické klasifikace pouzity databaze multiloku-
sové sekvenéni typizace ribozomalnich proteint (tMLST) [75] a databaze GTDB pro
identifikaci organismu [71] . Predikce gent a funkéni anotace byly provedeny pomoci
nastroje RAST [76]. Sestavené a anotované genomy i surova sekvenacéni data jsou
uloZena na NCBI pod pfistupovym ¢islem PRINA377666 [71].

3.3 Vlastni fylogeneticka analyza

Za ucelem hlubstho porozumnéni rozmanitosti testované databaze byla provedena
fylogeneticka analyza. Pomoci nastroje UBCG v3.0 [77] byl vytvoren fylogeneticky
strom vsech 452 bakteridlnich izolatl. Fylogeneticky strom byl nésledné graficky
upraven pomoci interaktivniho néstroje iTOL (angl. interactive tree of life), s ci-
lem diferencovat bakterie na zakladé jejich ptislusnosti k danému kmenu. Vysledny
fylogeneticky strom je zobrazen na obrazku (3.1}

Na zakladé fylogenetické analyzy bylo ovéreno, ze testovaci dataset obsahuje bak-
terie z 8 ruznych kment - Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Elusimicrobia, Synergistetes a Fusobacteria. Firmicutes a Bacte-
roides predstavuji dominantni kmeny mikrobiomu [79], [80]. Firmicutes patii mezi
gram pozitivni bakterie [81], zatim co Bacteroides se fadi mezi gram negativni bakte-
rie [82]. Oba kmeny se podili na Stépeni polysacharidi a regulaci energetické bilance.

Actinobacteria patii mezi gram pozitivni bakterie [83]. Tyto bakterie jsou vy-
znamnym producentem antibiotik, enzymi, signdlnich molekul a imunomolekul [84].
Mohou tak ovliviiovat celkovou imunitni odpovéd hostitele.

Proteobacteria, Verrumicrobiota, Elusimicrobiota, Synergistetes a Fusobacteria
jsou gram negativni bakterie [82], [85]. Proteobacteria reaguji na rizné stresové pod-
néty a Casto byvaji spojovany se zanétlivymi onemocnénimi [87). Verrumicrobiota
se podili na udrzeni slizni¢ni integrity [88]. Elusimicrobiota se pravdépodobné podili

na fermentaci a rozkladu organickych latek [89]. Synergistetes pusobi protizanétlive
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a udrzuji homeostdzu a rovnovdhu mikrobiomu [90]. ZvySeny vyskyt Fusobacterii

indikuje zalude¢ni onemocnéni (napt. zaludecni viedy) [91].
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Obr. 3.1: Fylogeneticky strom 452 sekvenovanych genomu ziskanych ze slepych strev
kuru doméaciho a praseciho trusu. Modrou barvou jsou znazornény bakterie z rodu
Firmicutes (245 genomt), fialovou barvou jsou bakterie z rodu Bacteroidetes (113
genomil), zelenou barvou jsou bakterie z kmene Actinobacteria (65 genomi), zlutou
barvou je kmen Verrumicrobiota (1 genom), Cervenou barvou Elusimicrobiota (1 ge-
nom), oranzovou jsou bakterie z kmene Proteobacteria (19 genomi), hnédou barvou
je znazornén kmen Synergistes (1 genom) a ruzovou barvou je kmen Fusobacteria
(7 genom). Z fylogenetického stromu muzeme pozorovat, ze Firmicutes a Bactero-
ides jsou dominantnimi kmeny mikrobiomu.
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4 Dostupné nastroje pro bakterialni typizaci

Softwarové nastroje hraji v bakteridlni typizaci klicovou roli, jelikoz umoznuji iden-
tifikaci, charakterizaci a srovnani bakterialnich organismii na genetické irovni. Tato
kapitola predstavuje nékolik vyznamnych nastroji, které jsou siroce vyuzivany v ramci
bakteridlni typizace. Mezi tyto néastroje patii BLAST, Cd-hit, Barrnap, FastANI
a BLAT. Vsechny nastroje, byly nasledné pouzity pfi tvorbé nového nastroje Bac-

terial Explorer.

4.1 BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [92] slouzi k vyhleddvani lokélnich
podobnosti mezi proteinovymi nebo nukleotidovymi sekvencemi [93]. Tento néstroj
je “vladnim dilem Spojenych stati americkych” a na jeho pouzivani se nevztahuji
zadnd omezeni [94]. Od svého vzniku prosel BLAST velkym vyvojem. Zpocatku
byl urc¢eny pro analyzu proteinovych sekvenci, ale pozdéji byl rozsiten o moznost
porovnavani nukleotidovych sekvenci [92].

Hlavnim tikolem BLASTu je porovnani vstupni sekvence (nukleotidi nebo pro-
teint) s referencni databédzi. V nasem pripadé se jednd o poskytnutou databézi
VUVeLu. Toto porovnani je zalozeno na heuristickém porovnani podobnych sek-
venci (vice vyse v kapitole [2.2)). [02]

Pro nukleotidové sekvence vyzaduje BLAST presnou shodu mezi tseky, zatimco
pro proteinové sekvence pouziva skére shody, které je stanoveno pomoci substituc¢ni
matice [93]. K identifikaci shod pouzivd BLAST také definovanou prahovou hod-
notu [93], [95]. Jestlize je nalezena shoda, pak BLAST prodluzuje zarovnani v obou
smérech od nalezené shody, pokud se skére nadale zvysuje, nebo dokud neklesne
o kritickou hodnotu kvuli negativnimu skére zptisobenému neshodami [93], [95], [96].

Vystupem BLASTu jsou zarovnané sekvence, které ukazuji miru podobnosti mezi
vstupnimi a databazovymi sekvencemi. Kromé zarovnani poskytuje BLAST také e-
hodnotu, ktera udava, kolikrat bychom nahodné ocekavali podobné zarovnani vzhle-

dem k velikosti databaze [93]. E-hodnota je vypocitdna podle vzorce:

E=(nxm)/(2%), (4.1)

kde n vyjadiuje celkovy pocet zbytki (aminokyselin nebo nukleovych kyselin), m je
délka detekované sekvence a S’ je bitové skore. Nizsi e-hodnota znaci vétsi vyznam-
nost nélezu. [93]

V kontextu bakteridlni typizace se nastroj BLAST pouziva k identifikaci nebo cha-

rakterizaci konkrétnich genti nebo sekvenci v bakteridlnim genomu [97]. Napriklad
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muze byt pouzit k porovnani urcitého genomového fragmentu bakterie s databazi
genomovych sekvenci, coz umoznuje urcit, zda dany fragment patii k urc¢itému druhu
nebo kmenu bakterie [97]. BLAST muze byt také vyuzit jako soucast analyzy MLST
dat [95].

4.2 Cd-hit

Néstroj Cd-hit je distribuovan pod licenci GNU General Public License v2.0fT] Cd-hit
slouzi ke shlukovani a porovnani proteinovych nebo nukleotidovych sekvenci. Diky
filtrovani kratkych slov dokaze rychle a efektivné pracovat s rozsahlymi databazemi.
Puvodni verze Cd-hitu byla pfedstavena v roce 2001 [I00]. Od té doby prosel néstroj
nekolika transformacemi. Dnes existuje nékolik variant tohoto nastroje, napt. Cd-
hit-est, Cd-hit-2D a Cd-hit-2D-est [101].

Pivodni verze Cd-hitu umoznuje shlukovani proteinovych databazi, zatimco Cd-
hit-est je navrzen pro shlukovani DNA/RNA databazi [10I]. Obé verze pracuji
na principu hladové algoritmu (vice vyse v kapitole prirtistkového shlukovani.
Prabéh shlukovani zacina serazenim sekvenci sestupné podle délky. Nejdelsi sekvence
se stava zastupcem prvniho shluku. Nésledné jsou zbyvajici sekvence porovnany
s existujicimi zastupci shlukt. Pokud jakakoli sekvence prokaze dostatecnou podob-
nost s nékterym z existujicich zastupct, pak je zaclenéna do tohoto shluku [I0T].
Pokud podobnost neptesdhne stanovenou prahovou hodnotu, vytvori se novy shluk
s touto sekvenci jako zastupcem. Béhem téchto porovnani sekvenci je také pouzito
filtrovani kratkych slov, pomoci kterého je ovéreno, zda podobnost dosahuje poza-
dované hodnoty pro shlukovani [I01]. Pokud toto neni splnéno, dochézi k provedeni
skutecného zarovnani sekvenci.

V ramci bakterialni typizace je nastroj Cd-hit ¢asto pouzivan pro analyzu bak-
teridlnich genomti. Pomaha seskupit podobné sekvence do kmenii nebo druhti, coz
umoznuje rozdélit neznamy dataset do relevantnich skupin. Nasledné lze identifi-
kovat podobné druhy nebo kmeny bakterii v souboru sekvenci a provadét analyzy
zameérené na genetickou rozmanitost mezi riaznymi kmeny. Cd-hit pouziva napt. na-
stroj Mge-cluster [102].

LGNU General Public License v2.0 umoziiuje uzivatelim svobodné pouzivat, ménit a distribu-

ovat software za podminky, Ze vSechny odvozené prace zustanou také pod touto licenci. [99]

33



4.3 Barrnap

Néstroj Barrnap je distribuovan pod licenci GNU General Public License v3.0 [
Barrnap (Bacterial ribosomal rRNA predictor) je bioinformaticky nastroj pouzivany
pro detekci a anotaci ribozomalnich RNA (rRNA) gent v genomickych sekvencich
bakterii [I04]. Tento néstroj je zaloZen na efektivnim vyuziti skrytych HMM (vice
vyse v kapitole 2.3)), které byly trénovény na zndmych sekvencich rRNA [104].

Rozpoznani TRNA gentt v genomickych datech hraje klicovou roli v bakteridlni
typizaci a mikrobiologickém vyzkumu. Bakterie jsou charakterizovany specifickymi
sekvencemi rRNA, které mohou riiznymi zptsoby rozlisSovat jednotlivé bakteridlni
kmeny. Barrnap umoznuje rychlou a presnou identifikace téchto gent v rtznych
typech genomickych dat. [105], [106], [107].

Pri bakterialni typizaci se tento nastroj pouziva také pro ovéreni kvality genomic-
kych dat [I08]. Vyskyt rRNA znaci dobrou kvalitu dat. Ovéfeni pritomnosti rRNA

se proto pouziva ke stanoveni kvality genomickych dat [109].

4.4 FastANI

Néstroj FastANI je distribuovan pod licenci Apache License 2.(f}] FastANI je bioin-
formaticky nastroj, ktery slouzi k porovnani a srovnani bakteridlnich genomi na za-
kladé primérné nukleotidové identity (ANI) [I11I]. Nukleotidova identita predsta-
vuje klicovy parametr pro hodnoceni podobnosti mezi bakteridlnimi genomy a hraje
vyznamnou roli v analyze bakteridlni diverzity, klasifikaci a taxonimii [IT11], [112].

Primérna nukleotidova identita je popsana vzorcem:

Swen (procento identity x délka zarovnani)
délka BBH genu

kde BB H oznacuje obousmérné nejlepsi shody (ang. bidirectional best hits = BBH).

ANlciogo = : (4.2)

Zéakladni postup algoritmu FastANI se tidi postupem, ktery popsali Goris et
al [I13]. Pro odhad identity zarovnani pouziva FastANI Mishmap, ktery je zalozeny
na MinHash [I11]. Pfesnost tohoto néstroje je na stejné tirovni jako vypocet ANI
pomoci néastroje BLAST [111], ale oproti BLASTu dosahuje FastANI dvou az tfi-
radového zrychleni diky algoritmu AFMA (vice vyse v kapitole [2.4)). Proto je tento

nastroj idealni pro analyzu velkych soubort bakteridlnich genomi.

2GNU General Public License v3.0 umoziiuje uzivatelim svobodné pouzivat, ménit a distribu-
ovat software, zatimco chrani komunitu pred pravnimi problémy souvisejicimi s patenty a uzavre-
nymi systémy. [103]

3 Apache License 2.0 umoziuje uzivatelim svobodné pouzivat, ménit a distribuovat software.

Tato licence nevyzaduje, aby odvozené préace byly distribuovdny pod stejnou licenci. [110]
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Fast ANI hraje v bakteridlni typizaci klicovou roli, jelikoz umi identifikovat bak-
terialni druhy, kmeny a izolaty. Tento néstroj dokaze urcit, zda dvé nukleotidové sek-
vence patii ke stejnému druhu nebo kmenu a usnadnuje zkoumani vztahtt mezi riz-

nymi bakteridlmnimi organismy [114], [115].

4.5 BLAT

Néstroj BLAT (BLAST-Like Alignment Tool) umoznuje zarovnani mRNA /DNA a pro-
teinit napti¢ druhy [I17]. Tento nastroj je dostupny pro osobni, akademické a ne-
ziskové pouziti pod specifickou licenci]z_f].

V porovnani s ostatnimi nastroji by mél byt BLAT presnéjsi a az 500 krat rych-
lej$i nez stavajici néstroje pro zarovnani mRNA/DNA. Rychlost BLATU je dana
indexem vsech neprekryvajicich se k-mert v genomu. [117]

Nastroj BLAT zahrnuje ¢tyti hlavni faze. V prvni fazi pouziva index k vyhledé-
vani oblasti genomu, které jsou pravdépodobné homologni s dotazovanou sekvenci.
Ve druhé fazi dochazi k zarovnani homolognich sekvenci. Zarovnané oblasti (Casto
exony) jsou potom spojeny do vétsich celku (obvykle genti). Nakonec BLAT projde
znovu malé vnitini exony, které byly v prvni fazi prehlédnuty a pokud je to mozné,

upravi hranice velkych mezer, které maji kanonickd mista sestihu. [117]

4Licence BLATu umoziiuje osobni, akademické a neziskové pouziti zdarma. Komeréni uziva-
telé maji licenci pouze pro obsah adresaru lib a inc. Pro pristup dalsich modli musi kontaktovat
jim__kent@pacbell.net. [116]
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5 Bacterial Explorer

Bacterial Explorer je automaticky softwarovy nastroj, ktery slouzi k detekci no-
vych, dosud neobjevenych bakterii. Néstroj je propojeny s online databizi VUVeLu a je
dostupny na adrese blast.vuvel.eu:5000/1ogin. Cely vyvoj néstroje byl konzul-
tovan s odborniky z VUVeLu. Néstroj byl vytvoren v souladu s pozadavky budoucich

uzivatelt. V ramci této kapitoli je popsan backend, frontend a testovani nastroje.

5.1 Backend aplikace

Backend nastroje Bacterial Explorer predstavuje neviditelnou, avsak zasadni cast
nastroje, ktera poskytuje zakladni podporu a funkcionalitu. Hlavni lohou backendu
je zpracovani dat, komunikace s databazi a zajisténi béhu néastroje jako celku. Struk-
tura backendu néstroje Bacterial Explorer je popsdna na obrazku [5.1]

f‘;\-.
MysoL

idiede
.

docker

 Flask ‘

pipeline.sh

I

'B Python skripty ‘

Obr. 5.1: Znazornéni struktury backendu nastroje Bacterial Explorer. Cely nastroj,

vytvoreny pomoci frameworku Flask, je ulozen v docker kontejneru, ktery je propo-
jeny s MySQL databéazi uzivateli. MySQL databéze je na stejném servru, jako je

Docker kontejner.

Pro vytvoreni backendu néstroje Bacterial Explorer byl pouzit framework Flask [11§],
ktery umoznuje rychly a efektivni vyvoj online webovych néstroji v Pythonu. Nej-
podstatnéjsi cast backendu predstavuje bash skript “pipeline.sh”; ktery tidi cely

proces zpracovani vstupnich dat pomoci bioinformatickych néstroju Barrnap [104],
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blast.vuvel.eu:5000/login

Cd-hit [100], FastANI [I11], BLAT [II7] a BLAST [92]. Cely nastroj je zabalen
do Docker kontejneru, coz zajistuje snadné a konzistentni spousténi nastroje v riiz-
nych prostiedich. Diky tomu je Bacterial Explorer snadno skalovatelny a prenosny.
Ptes Docker kontejner probiha také komunikace s MySQL databazi pomoci rozhrani
MySQLdb pro Python. Jednotlivé komponenty backendu jsou popsany v nasleduji-
cich podkapitolach.

5.1.1 Implementace nastroje pomoci Flask

Backend néstroje je vytvoren pomoci frameworku Flask [I18]. Flask je mikrofra-
mework vytvoreny v Pythonu, ktery umoznuje dynamické generovani HTML stra-
nek. Tento framework obsahuje pouze zakladni funkce, coz umoznuje vyvojartm
pridavat funkce podle potfeby v pribéhu implementace. Zékladem Flasku je od-
lehéend verze WSGI (Web Server Gateway Interface) [119] a dvé knihovny - Werk-
zeug a Jinja. Pro lokdlni vyvoj a simulaci HT'TP pozadavki poskytuje Flask vlak-
novy WSGI server. Kromé backendu lze Flask pouzit také pro frontend. [120]
Flask neobsahuje zadnou abstrakéni vrstvu pro databazi, ani zadné druhy vali-
dace ¢i zabezpeceni, coz umoznuje implementatorovi plnou flexibilitu pti doplinovani
pozadavki. [120] Proces generovani HTML stranky pomoci frameworku Flask, je

znazornén na obrazku 5.2

Python Databaze
FLASK

Volani jazyka
—_—
P

Vygenerovana

stranka

Webserver

Pozadavek na
stranku
ejyuens TNLH

22 2C

Klienti

Obr. 5.2: Znazornéni procesu generovani HTML stranky pomoci frameworku Flask.
Uzivatel zada do vyhledavace HTML adresu, ¢imz posle pozadavek na server. Ser-
ver zavola Flask, ktery zpracuje pozadavek, pripoji se k databazi a na zédkladé dat
vygeneruje novou HTML stranku. Hotova stranka je pak zaslana klientovi, kterému
se zobrazi statickd HTML stranka. Obrazek byl prevzat a modifikovan z [121].
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5.1.2 Nasazeni nastroje pomoci Docker kontejneru

Pro snadnéjsi nasazeni na server byl Bacterial Explorer zabalen do Docker kon-
tejneru. Docker [122] je virtualizaéni néstroj, ktery usnadnuje vytvareni, nasazo-
vani a spousténi aplikaci. Kontejnerizace je provedena prostiednictvim Dockerfi-
les, coz jsou skripty obsahujici veskeré informace potiebné k vyvtvoreni a spusténi
kontejneru. Béhem procesu kontejnerizace jsou do kontejneru nainstalovany a pre-
kopirovany vsSechny potirebné knihovny, néastroje a soubory, které aplikace vyza-
duje. [123]

Oproti jinym formam virtualizace je Docker kontejner rychlejsi a kompaktnéjsi, je-
likoz obsahuje pouze data, ktera aplikace skutecné potrebuje. Kontejnery vyuzivaji
jako hostitelské prostiedi jiz bézici operacni systém. Pouze se spoustéji v prosto-
rech, které jsou izolovany od sebe navzajem a od urcitych oblasti hostitelského ope-
rac¢niho systému. Diky tomu neni potieba spoustét a vypinat cely operac¢ni systém,

ale staci pouze ukoncit procesy bézici uvniti kontejneru. [122]

5.1.3 Databaze uzivateli

Nez se uzivatel dostane k samotnému nastroji Bacterial Explorer, musi se zaregistro-
vat a nasledné prihlasit. Implementace databaze uzivateli byla provedena na zakladé
bezpecnostnich smérnic IT oddéleni VUVeLu, aby bylo jasné, kdo aplikaci pouziva.

Databaze uzivateli Bacterial Exploreru je realizovana prostrednictvim databaze
MySQL [124]. Udaje o uzivatelich (jméno, e-mail, heslo) jsou ulozeny v tabulce
“Users”. Kazdému novému uzivateli je taky automaticky pritazeno identifikacni
c¢islo a cas, kdy byla registrace provedena. Schéma tabulky “Users® je znazornéno
na obrazku

userid £
name
email
password

created_at

Obr. 5.3: Schéma tabulky “Users” z databaze néastroje Bacterial Explorer.
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5.1.4 Pipeline Bacterial Exploreru

Jadro nastroje Bacterial Explorer predstavuje bash skript, ktery je pojmenovany
“pipeline.sh” a dostupny nahttps://github.com/JulNejez/Bacterial-Explorer.
V ramci tohoto bash skriptu jsou implementovany dva bioinformatické postupy

pro odhalovani novych bakterii. Obé metody jsou podrobnéji popsany nize.

Metoda 1

Prvni metoda je zaloZena na porovnani 16S rRNA. Schéma metody 1 je zndzornéno
na obrézku 5.4

cd-hit_output.clstr

blat_output.blast

rRNA_references.fastal

output_terminal.txt BACTERIALEXPLORER.ZIP

output.txt

ﬁ ‘ rRNA fasta ‘ ‘ blast_output.txt

VSTUPNI DETEKCE BAKTERIALN{ ANALYZA PRUNIK A SJEDNOCEN(| VYSTUPNI
SOUBORY 16S rRNA IDENTIFIKACE VYSTUPU VYSLEDKU SOUBORY
BARRNAP CD-HIT CD_HIT_ANALYSIS

BLAT BLAT_ANALYSIS

i VSTUPN{ SOUBORY

BLAST BLAST_ANALYSIS
D VYSTUPNI SOUBORY/SLOZKY

I:‘ BIOINFORMATICKE NASTROJE

|:| FUNKCE VYTVORENE V PYTHONU

Obr. 5.4: Schéma Bacterial Exploreru pti volbé metody zalozené na 166S rRNA.

Vstupem této metody je fasta soubor s neznamou bakterii a databaze referec-
nich bakterii. Referenc¢ni bakterie jsou ulozeny ve fasta formatu, pricemz jeden fasta
soubor predstavuje pravé jednu bakterii. Nazev fasta souboru s referencni bakte-
rii musi obsahovat stejné oznaceni, jako obsahuje hlavicka fasta souboru. Napii-
klad je-li hlavicka fasta souboru “>ET39 scaffold 17, pak je nazev souboru “Ab-
siella, dolichum ET?39.fasta”

Tuto metodu lze rozdélit do ¢tyt hlavnich fazi. Prvni fazi je detekce 16S rRNA
jak v nezndmé bakterii, tak i v referen¢nich bakteriich. Ve druhé fazi je provedena
bakteridlni identifikace pomoci bioinformatickych nastroji. Nasledné jsou analyzo-
vany vystupni soubory z téchto nastroji a na zavér je proveden prinik a sjednoceni
vysledkii.

Detekce 16S rRNA je provedena pomoci nastroje Barrnap [104]. Podrobné nasta-
veni jednotlivych parametri Barrnapu je popsano v tabulce [5.1. Pro Barrnap jsou

%«

klicové parametry “kingdom” “evalue” a “lencutoft”. Parametr “kingdom” definuje
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https://github.com/JulNejez/Bacterial-Explorer

skupinu organismi, ktera bude podrobena analyze. V tomto pripadé je skupina
nastavena na bakterie. Parametr “evalue” ur¢uje minimalni e-hodotu, kterou musi
nalezené shody prekrocit, aby byly povazovany za statisticky vyznamné. Parametr
“reject” urcuje prah pro zamitnuti rRNA (tzn. shody rRNA, nizs$i nez stanovena

hodnota, nebudou zahrnuty do vysledki).

Tab. 5.1: Nastaveni parametrti nastroje Barrnap.

Nazev parametru Popis parametru Defaultni nastaveni
kingdom skupina organismi, kterd bude analyzovdna bac (=bakterie)
evalue limit pro e-hodnotu le~6
bomér miniméalni délky predikované délky
lencutoff ! Y p ) Y 0.8 (=80%)
rRNA ku standartni délce rRNA
reject hranice pro zamitnut{ rRNA 0.25 (=25%)
nazev vystupniho souboru, kam budou
outseq Y P ) i rRNA _ all.fasta/TRNA_ references all.fasta
ulozeny predikované sekvence
threads pocet pouzitych jader 6

Vystupem Barrnapu jsou dva soubory, jeden soubor s predikovanou rRNA pro
neznamou bakterii a druhy soubor s predikovanou rRNA pro referen¢ni bakterie.
Jelikoz soubory neobsahuji pouze 16S rRNA, ale veskerou rRNA, je pomoci prikazu
v bash skriptu provedena filtrace vystupnich soubort a do novych soubort je ulozena
pouze 16S rRNA. Soubory s 16S rRNA jsou pak vstupnimi soubory do nastroja Cd-
hit [100], BLAT [I17] a BLAST [92].

Pomoci nastroji Cd-hit, BLAST a BLAT je pak porovnana 16S rRNA neznamé
bakterie s 16S rRNA referenc¢nich bakterii. Porovnani je provedeno jednim z téchto
nastroji nebo libovolnou kombinaci téchto nastroji podle toho, co si uzivatel zvoli. V
nésledujicich tabulkach [5.2] jsou uvedeny nastavené parametry pro nastroje
Cd-hit, BLAT a BLAST.

U nastroje Cd-hit je klicovy parametr “c”, ktery urcuje prahovou hodnotu pro
seskupeni sekvenci na zakladé jejich podobnosti. Tato hodnota je nastavena podle
toho, jakou prahovou hodnotu uzivatel zvoli. Dalsim dilezitym parametrem je pa-
rametr “M” ktery stanovuje maximalni vyuzitou pamét nastroje Cd-hit. Tento pa-
rametr byl nastaven na hodnotu 0, aby pamét nastroje nebyla nijak omezena. Vy-
stupem Cd-hitu jsou klastry s podobnymi bakteriemi.

Pred spusténim néastroje BLAT je vytvorena indexovand databaze, kterda na-
sledné urychluje proces BLATu. Indexovana databaze je vytvorena jiz pomoci na-
stroje BLAST prikazem makeblastdb. Tato databaze je nasledné pomoci prikazu
blastdbcmd konvertovana do forméatu .fa. Takto konvertovana databaze je vstupem
do néstroje BLAT. Dulezitymi parametry BLATu jsou parametry “out” a “min-
Score” . Pomoci parametru “out” se nastavuje format vystupniho souboru, ktery
byl v Bacterial Exploreru nastaven na forméat blast8 (viz obrazek . Parametr
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“minMatch” stanovuje minimalni délku shody neznamé bakterie s referen¢ni bak-
terii. Minimélni shoda byla nastaveno na hodnotu 50. Vystupem BLATU jsou pak
vSechna mozna zarovnani neznamé bakterie s referenénimi bakteriemi, ktera maji

délku alespon 50 nukleotidii.

Tab. 5.2: Nastaveni parametri nastroje Cd-hit pro metodu 1.

Nazev parametru Popis parametru Defaultni nastaveni

i nézev vstupniho souboru (nezndmého genomu) rRNA fasta

. nazev vstupniho multifasta
i2 L rRNA,eferences. fasta
souboru s referenénimi genomy

0 nazev vystupniho souboru Cd-hit_ output

pocet pouzitych jader 6

maximalni pamét, kterou muize . ..
M . ., 0 (=pamét neni nijak omezena)
Cd-hit pouzit (v Mb)

rahova hodnota pro seskupeni sekvenci
c P P P $threshold

na zakladé jejich podobnosti

Tab. 5.3: Nastaveni parametri nastroje BLAT pro metodu 1.

Nazev parametru Popis parametru Defaultni nastaveni
database nazev referencni databaze | converted database.fa
query nazev vstupniho souboru rRNA fasta
output nazev vystupniho souboru output.blast
out forméat vystupu blast8
minMatch minimalni délka shody 50
An9@_scaffold_1 An78_scaffold_1e 100.00 603750 0O 2] 1 603750 3936 607685 0.0e+00 1190712.0
An9@_scaffold_1 ET44_scaffold_1e 99.97 3965 1 4] 1 3965 32552 36516 0.0e+00 7742.0
An9@_scaffold_1 An22_scaffold_18 100.00 3872 Q Q 94 3965 39870 43741 0.0e+00 7567.0
An9@_scaffold_1 Ani161_scaffold_1 99.97 3872 1 Q 94 3|965 150889 154760 0.0e+20 7564.0
An9e_scaffold_2 An9e_scaffold 2 1ee@.0e 484758 @ Q 1 484750 1 484750 0.0e+00 957458.0
An9@_scaffold_3 An9e_scaffold 3 1ee.ee 480508 @ Q 1 480500 1 480500 0.0e+00 946529.0
Angaiscaffoldia Anl&giscaffoldj' 99.98 25362 a 5} 386389 331750 56253 81614 ©.0e+00 49547.0
An9@_scaffold_3 Anl161 scaffold 1 99.98 21500 4 2] 312286 333779 125276 103777 0.0e+00 42086.0

Obr. 5.5: Ukéazka vystupniho formatu blast8. V prvnim a ve druhém sloupci je nazev
dotazované a referencni sekvence. Ve tretim sloupci je procentuelni identita porov-
navanych tsekt. Ve ¢tvrtém sloupci je délka zarovnani. V patém a Sestém sloupci
je pocet neshodnych znaki a pocet inzerci a deleci. V sedmém a osmém sloupci je
pocatecni a konecna pozice zarovnani v dotazované sekvenci. V devatém a desatém
sloupci je pocatecni a konecénd pozice zarovnani v referencni sekvenci. Jedenacty

sloupec vyjadiuje e-hodnotu a posledni sloupec bit skore.
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Nejdilezitéjsim parametrem nastroje BLAST je parametr “perc__identity”, ktery
urcuje minimalni procentudlni shodu mezi tseky neznamé a referencni bakterie.
Tento parametr je umérny prahu, ktery zvoli uzivatel. Parametr “outfm” urcuje
format vystupniho souboru. Vystupni soubor BLASTu je v Bacterial Exploreru na-
staven na format “6 gseqid sseqid pident length evalue bitscore”, coz znamena, ze
vystupni soubor obsahuje nazev dotazované neznamé sekvence, nazev podobné refe-
renc¢ni sekvence, procentualni identitu mezi dotazovanou sekvenci a referen¢ni sek-
venci, délku zarovnani, e-hodnotu a bitskére, které kvantifikuje kvalitu zarovnani

mezi dotazovanou a referencéni sekvenci.

Tab. 5.4: Nastaveni parametri nastroje BLAST pro metodu 1.

Naéazev parametru Popis parametru Defaultni nastaveni
query nazev souboru s nezndmym genomem rRNA .fasta
nazev databaze, ktera bude
db - o y blast_ database
pouzita k hleddni homologii
out cesta a nazev vystupniho souboru $working directory/blast.txt
forméat vystupnihou souboru
outfmt .y p/ 6 gseqid sseqid pident length evalue bitscore
(viz obrézek [5.6
num__threads pocet pouzitych jader 6
perc__identity procentualni shoda $threshold
An175 scaffold 1 Anl174 scaffold 1@5 100.000 46 1.45e-12 86.1
An175 scaffold 1 Anl174 scaffold 1e5 100.000 46 1.45e-12 86.1
An175 scaffold 1 Anl174 scaffold 1e5 91.667 48 5.27e-07 67.6
An175_scaffold_1 Anl74_scaffold_1es5 91.667 48 5.27e-087 67.6
An175_scaffold_1 Anl74_scaffold_1e@5 100.000 30 0.001 56.5

Obr. 5.6: Ukazka vystupniho souboru ve formatu “6 gseqid sseqid pident length
evalue bitscore” z nastroje BLAST. V prvnim sloupci je nazev dotazované neznamé
sekvence, ve druhém sloupci je nazev nalezené podobné referenc¢ni sekvence, ve tre-
tim sloupci je procentualni shoda mezi dotazovanou sekvecni a nalezenou podobnou
referencni sekvenci, ve ¢tvrtém sloupci je délka zarovnani, v patém sloupci je e-

hodnota a v Sestém sloupci je bitskore.

Po probéhnuti Cd-hitu, BLATu a BLASTu je provedena analyza vystupnich sou-
borti. Jelikoz se formaty vystupnich souborti jednotlivych nastroju lisi, jsou v Py-
thonu vytvoreny tfi ruzné funkce pro analyzu vystuptt Cd-hitu, BLATu a BLASTu.
Prestoze jsou vytvoreny tii rizné funkce pro analyzu vystupnich souborti, princip
vSech funkci je stejny. Cilem je projit vystupni soubor z daného nastroje a ulozit
identifikatory bakterii, které byly identifikovany jako podobné. Nasledné jsou v da-

tabazi dohledany celé nazvy bakterii, které jsou ulozeny do nového souboru, ktery
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je vystupem funkce.

Posledni faze nastroje Bacterial Explorer se lisi podle toho, zda uzivatel zvolil
jeden nebo vice nastroju pro bakterialni identifikaci. Pokud uzivatel zvolil pouze
jeden nastroj, pak je vystup Bacterial Exploreru stejny jako vystup z Python funkce
pro analyzu vystupt. Pokud uzivatel zvoli vice néastroji, pak jsou vytvoreny dva
vystupni soubory. Prvni soubor predstavuje prunik vysledkti vSech nastroju a vy-
pisuje se do vystupniho okna nastroje. Druhy soubor pak predstavuje sjednoceni
vysledki vSech nastroji a je soucasti vystupni slozky aplikace Bacterial Explorer.
Prtinik i sjednoceni je provedeno pomoci zakladnich prikazi v bash skriptu.

Na zavér jsou do slozky “BacterialExplorer.zip” ulozeny piimo vystupy z na-
stroju Cd-hit, BLAT a BLAST (podle toho, jaké néstroje byly uzivatelem zvoleny)
a soubor “output.txt”, ktery obsahuje sjednoceni vysledkl. Do slozky je taky ulozen
univerzalni soubor “README.txt”, kde jsou popsany vystupni soubory Bacterial
Exploreru. Cela tato slozka je zazipovana a pti dokonceni béhu Bacterial Exploreru
je dostupna ke stazeni.

Metoda 2
Oproti metodé 1, metoda 2 nepracuje pouze s 16S rRNA, ale s celymi genomy.

Schéma metody 2 je zndzornéno na obrazku

cd-hit_output.clstr
fast_ANI_output.txt

blat_output.blast output.txt

DATABAZE

- blast_output.txt output_terminal.txt BacterialExplorer.ZIP
VSTUPNI BAKTERIALNI ANALYZA PRUNIK A SIEDNOCEN(| VYSTUPNI
SOUBORY IDENTIFIKACE VYSTUPU VYSLEDKU SOUBORY

il
I

CD-HIT CD_HIT_ANALYSIS‘

‘ - VSTUPN{ SOUBORY

\:| VYSTUPNI SOUBORY/SLOZKY

FASTANI_ANALYSIS

BLAT BLAT_ANALYSIS

BIOINFORMATICKE NASTROJE

FASTANI |
BLAST ‘

[ ]
[]

BLAST_ANALYSIS ‘ FUNKCE VYTVORENE V PYTHONU

Obr. 5.7: Schéma Bacterial Exploreru v pripadé, ze je zvolena metoda 2, ktera jako

vstup pouziva cely genom.

Stejné jako u metody 1 je vstupem fasta soubor s nezndmou bakterii a databaze
referencich bakterii, kde jeden fasta soubor predstavuje jednu bakterii. Oproti me-
todé 1 se metoda 2 sklada pouze ze tii fazi, jelikoz je preskocena detekce 16S rRNA.
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V prvni fazi dochazi k porovnani neznamé bakterie s referenénimi bakteriemi
pomoci nastroji Cd-hit, FastANI, BLAT a BLAST. Ve druhé fazi je opét provedena
analyza vystupnich souborii jednotlivych nastroji. V posledni fazi je provedeno sjed-
noceni a prunik vysledki, ¢imz je ziskan finalni vysledek Bacterial Exploreru.

Nastaveni Cd-hitu je stejné jako v metodé 1. Jedinym rozdilem je, ze do Cd-hitu
nevstupuji 16S rRNA, ale ptivodni vstupni soubory s celymi bakterialnimi genomy.
Vystupem jsou, stejné jako v metodé 1, kontigy (angl. contigs), které obsahuji po-
dobné bakterie.

U metody 2 je navic oproti metodé 1 pouzit néastroj FastANI. FastANI nebylo
pouzito u metody 1, jelikoz neumoznuje zpracovani 16S rRNA. Podrobné nastaveni
Fast ANT v Bacterial Exploreru je popsano v tabulce [5.5]

U nastroje FastANI neni nastaveny zadny specificky parametr. Pouze jsou na-
staveny cesty k souboru s neznamou bakterii a k soubortim s referen¢nimi bakteri-
emi, nazev vystupniho souboru a pocet pouzitych jader. Filtrace vystupu na zakladé

minimalni procentualni shody je provedena pomoci funkce vytvorené v Pythonu 3.

Tab. 5.5: Nastaveni parametri nastroje FastANI.

Nazev parametru Popis parametru Defaultni nastaveni
q cesta k souboru s nezndmou sekvenci $input_ file
1l cesta k seznamu referencnich genomt $reference_ path/genomes_ list.txt

cesta a nazev vystupniho souboru
) Y B P ) " | $working_ directory/fast_ ANI_results.txt
kam budou ulozeny vysledky

t pocet pouzitych jader 6

Nastroj BLAT je rovnéz nastaven stejné jako v metodeé 1, akorat parametr "min-
Match” je nastaven na hodnotu 300. Na rozdil od metody 1 neni vstupem néastroje
16S rRNA, ale cely genom. Stejné jako v metodé 1 je vytvorena indexovand refe-
rencni databaze, kterd je nasledné konvertovana. Vsechny nastavené parametry jsou
uvedeny v tabulce

Tab. 5.6: Nastaveni parametru nastroje BLAT pro metodu 2.

Nazev parametru Popis parametru Defaultni nastaveni
database nazev referencni databaze | converted database.fa
query nazev vstupniho souboru $input_ file
output nazev vystupniho souboru output.blast
out forméat vystupu blast8
minMatch minimdalni délka shody 300
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Nastroj BLAST je nastaven uplné stejné jako v metodé 1. Rozdilem jsou jen
vstupni soubory, kdy misto 16S rRNA vstupuji do BLASTu celé genomy. Vystupni
format je opét ve formatu “6 gsesid sseqid pident length evalue bitscore”.

Analyza vystupnich soubort jednotlivych nastroji je stejnd jako v metodeé 1. Pro
analyzu vystupnich souborti jsou pouzity ¢tyri Python funkce, jejichz cilem je vypsat
nazvy referencnich bakterii, které jsou dle zadanych pozadavki podobné neznamé
bakterii. Posledni faze je rovnéz stejna jako v metodé 1, kdy jsou na zavér vytvoreny
2 vystupni soubory, kdy jeden vystupni soubor predstavuje prinik vysledki jednot-
livych nastroji a druhy soubor predstavuje sjednoceni vysledkt. Prinik vysledki
je vypsan ve vystupnim okné nastroje Bacterial Explorer, soubor se sjednocenymi
vysledky je ulozen do vystupni slozky, kterou si po dobéhnuti aplikace mtze uzivatel

stahnout.

5.2 Frontend aplikace

Uzivatelské rozhrani je ve Flasku vytvareno pomoci sablon a statickych soubor.
Sablony pfedstavuji HTML soubory, ve kterych je definovand struktura a obsah
uzivatelského rozhrani. Statické soubory pak predstavuji CSS styly, JavaScript sou-
bory nebo obrazky. Uzivatelské rozhrani néstroje Bacterial Explorer zahrnuje celkem
4 sablony (viz obrazek , které predstavuji jednotlivé HTML soubory, které se

uzivateli postupné nacitaji po spusténi nastroje.

Bacterial
Explorer

Prihlasent

Registrace

Obr. 5.8: Propojeni jednotlivych html Sablon, které tvori uzivatelské rozhrani Bac-

terial Exploreru.

Po spusténi nastroje se uzivateli nejprve objevi okno s prihlasenim do Bacterial
Exploreru (viz obréazek . Tato sablona byla implementovana pomoci externiho
CSS souboru bootstrap.min.css verze 4.6.1 knihovny Bootstrap. Pokud je uzivatel
zaregistrovan a spravné vyplni pole “E-mail” a “Password”, tak je po stisknuti tla-
¢itka “Login” presmérovan na stranku “captcha”, kterda ovéri, ze uzivatelem neni

robot. Jestlize uzivatel zada tidaje spatné, pak se objevi errorova hlaska, ktera ho
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2

informuje o nespravnosti zadanych tudajt. Po kliknuti na text “Register here ” je
uzivatel presmérovana na stranku s registraci.

v @ UserLoginForm x4

« C A Notsecure blastvuveleu:5000/login oL A

Login to the Bacterial Explorer

Email:

Enter email

Password:

Enter password

Dont't have an account? Register here

Obr. 5.9: Prihlaseni uzivatele do nastroje Bacterial Explorer.

Stréanka s registraci (viz obrazek slouzi pro registraci novych uzivateli na-
stroje Bacterial Explorer. Stejné jako stranka pro prihlaseni byla i tato stranka im-
plementovana pomoci externitho CSS souboru bootstrap.min.css verze 4.6.1 knihovny
Bootstrap.

v @ UserRegistration X 4+ a

<« [¢] £\ Notsecure  blast.vuvel.eu:5000/register *

User Registration to the Bacterial Explorer

Name:

Enter name

Email:

Enter emai

Password:

Enter password

Already have an account? Login here

Obr. 5.10: Registrace uzivatele do nastroje Bacterial Explorer.

Registracni stranka obsahuje celkem t¥i pole k vyplnéni - jméno, e-mail a heslo.
Po spravném vyplnéni vSech tdaji miuze uzivatel zmacknout tlacitko “Register”.
Tim se registruje do Bacterial Exploreru a jeho udaje jsou ulozeny do databaze
uzivateli néstroje Bacterial Explorer. Nasledné je uzivatel po kliknuti na “Login
here” opét presmérovan na stranku prihlaseni, odkud je dale presmérovan na stranku
“captcha”.

Stranka “captcha” (viz obrazek obsahuje CAPTCHA (Completely auto-
mated public Turing test to tell computers and humans apart) [125] test. Jedna se o
Turingiv test, jehoz tcelem je rozliSeni pocitact od lidi [126]. V ramci webové apli-

kace byla pouzita obrazovda CAPTCHA, ktera spociva v zobrazeni zdeformovaného
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textu, ktery ma uzivatel spravné prepsat. Pokud uzivatel text opiSe spravné, pak
je presmérovan na stranku “bacterialexplorer”; jinak se generuje nova CAPTCHA.
Pro generovani CAPTCHA textu byla vyuzita knihovna Pythonu captcha verze 0.5.0 [127].

v @ CapichaPage X + - o8 X

€ 95 C  AnNotsere blastvuvel.eu:5000/captcha o K & 2

Enter the number from the image: Submit

Obr. 5.11: Ukazka stranky s CAPTCHou.

Stranka “bacterialexplorer” (viz obréazek jiz predstavuje samotny nastroj
Bacterial Explorer. Tato stranka byla implementovana pomoci knihoven jQuery
verze 3.6.4 [128] a SweetAlert2 verze 11 [129]. Bacterial Explorer zahrnuje ¢tyfi
hlavni sekce. V prvni sekci si uzivatel voli nastroje, které chce pouzit pro bakteridlni
typizaci. Volba néstroje je vyreSena pomoci checkboxu, ktery umoznuje uzivateli
zvolit jeden az vSechny nastroje. Pokud neni uzivatelem zvolen ani jeden nastroj,
tak se objevi errorova hlaska, ktera uzivatele informuje o tom, ze musi zvolit alespon

jeden nastroj.

v @ Bacterial Explorer x 4+ - a X

€ > C  ANotsecre blastvuvel.eu:5000/bacterialexplorer * a

Bacterial Explorer

Select tools: Select method: Select database: Upload unknown genome:
0 Ca-hit () Using 168 rRNA () Use VRI database Nofile chosen
O 95%
) FastANI O other ) Use your own database
O
LA ) Using whole-genome comparison
() BLAST O 95%
O 97 %
O 99 %
O other
PLEASE SET PARAMETERS!
4
START

Obr. 5.12: Hlavni stranka néastroje Bacterial Explorer.

Ve druhé sekci uzivatel nastavuje metodu. Uzivatel voli mezi metodou zalozenou
na 16S rRNA nebo metodou zalozenou na celych genomech. Volba metody je rov-
néz vyresena pomoci checkboxu. Pro kazdou metodu zvlast pak uzivatel voli prah.
Pro metodu 16S rRNA miuze uzivatel volit mezi prahem 95% nebo “other”. Pro ce-

logenomovou metodu muze uzivatel volit mezi hodnotami 95%, 97%, 99% a “other”.

47



V tomto pripadé byl pro volbu prahu zvolen radiobutton, ktery umoznuje uzivateli
zvolit praveé jednu hodnotu. Pokud se uzivatel rozhodne pro moznost "other”, zobrazi
se wzivateli pole, kam muze ruéné zadat hodnotu prahu (viz obrazek . Jestlize
uzivatel nezvoli ani jednu moznost, vypise se errorova hlaska, ktera uzivatele infor-

muje o tom, ze musi zvolit néjaky prah.

v @ Bacterial Explorer x 4+ = a X

¢ 5 G  AnNotseue blastvuveleu:5000/bacterialexplorer L

Bacterial Explorer

Select tools: Select method: Select database: Upload unknown genome:
Cd-hit {1 Using 168 rRNA 0 Use VRI database Nofile chosen
a O 95 %

FastANI O other Use your own database
) BLAT Using wholeg § Choose Files | Nofile chosen
[ BLAST O 95%
O 97 %
O 99 %
©other [
PLEASE SET PARAMETERS!
4
START

Obr. 5.13: Hlavni stranka néastroje Bacterial Explorer s ukazkou zakliknuté moznosti
“other”.

Treti sekce slouzi ke zvoleni databéaze. Uzivatel voli mezi referencni databazi
VUVeLu, kterd je jiz v online prostiedi propojend s ndstrojem Bacterial Explo-
rer nebo si mtze zvolit moznost “Use your own database”; kterda umoznuje pouziti
vlastni databaze. Velikost vlastni databaze je omezena na 30 MB, coz bylo kon-
zultovény s odborniky z VUVeLu. Velikost 30 MB je dostateéné veliké na to, aby
bylo mozné analyzovat bakteridlni genomy, ale zaroven nedoslo k zahlceni serveru.
Soubory v referen¢ni databazi musi byt ve fasta formatu.

Posledni sekce aplikace Bacterial Explorer je urcena k nahrani fasta souboru
s neznamou bakterii. Pokud uzivatel navoli vSechny parametry a nahraje potifebné
soubory, muze stisknout tlac¢itko “START”. Pokud je vse v poradku, zobrazi se
nacitaci kolecko a proces Bacterial Exploreru je spustén.

Pokud probéhne bakterialni typizace v poradku, zobrazi se po dobéhnuti hlaska,
kterd uzivatele informuje o tom, Ze vSe probéhlo v porddku (viz obrézek .
Po dobéhnuti nastroje se také zobrazi v informacénim okné kratka hlaska, kterd
informuje uzivatele o tom, zda byla nalezena néjakd bakterie podobna neznamé

bakterii ¢i nikoliv a pokud byly nalezeny néjaké vyznamné podobné bakterie, vypisou
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se tyto bakterie v informac¢nim okné. Déle se zobrazi tlac¢itko, které umoznuje stazeni

vSech vystupnich souborti z jednotlivych nastroji. [5.15

v @ Bacterial Explorer x 4+ - a X

€ 5 G ANotsecure blastvuveleu:5000/bacterialexplorer woL o2

Success

Form submitted successfully!

Obr. 5.14: Ukazka hlasky, ktera se zobrazi po uspésném dobéhnuti nastroje Bacterial

v @ Bacterial Explorer x o+ - a X
€ 5 G  ANotsecure blastvuvelewS000/bacterialexplorer 'L &

Bacterial Explorer

Select tools: Select method: Select database: Upload unknown genome:
Ca-hit Using 165 rRNA Use VRI database Tyzzerella_sp_Anité festa
o ® 95%
FastANI O other () Use your own database
B () Using whole-genome comparison
() BLAST O 95%
O 97 %
O 99 %
O other

Similar bacteria have been found!

| Intersection of bacteria which were detected by your choose tool/s |
B |
| Anaerotignum_lactatifermentans_An390 |
| Anaerotignum_lactatifermentans_An431b |
|
|

| Anaerotignum_lactatifermentans_An514
| Tyzzerella_sp_Anl14

START
DOWNLOAD OUTPUT FILES

Obr. 5.15: Ukéazka vystupu, ktery se zobrazi po dobéhnuti néstroje Bacterial Explo-

rer.
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5.3 Testovani nastroje

Nedilnou soucasti vyvoje nastroje Bacterial Explorer bylo jeho pribézné testovani.
V ramci této kapitoli je popsany vyvoj nastroje, ale také testovani funkcénosti Bac-

terial Exploreru.

5.3.1 Testovani nastroje béhem vyvoje

Béhem vyvoje nastroje vzniklo nékolik verzi nastroje Bacterial Explorer, které byly
postupné testovany a nasledné upravovany podle pozadavki uzivatelt. Hlavnimi
pozadavky byla uzivatelska privétivost, rychlost a spravna funkénost nastroje.

Predchidcem pro otestovani hypotézy v offline modulu byl Bacterial Identi-
fier, ktery byl prezentovan na studentské konferenci EEICT 2024 [130] . Bacterial
Identifier puvodné obsahoval pouze nastroje Cd-hit a BLAST a byl vytvofen pomoci
knihovny Tkinter [131] v Pythonu3. Referencni databézi bylo potteba vzdy rucéné
nahrat a po dobéhnuti Bacterial Identifieru byl uzivatel informovan pouze kratkou
vystupni hlaskou o tom, zda byly nalezeny néjaké vyznamné podobné bakterie ne-
znamé bakterii ¢i nikoliv. Pokud byly nalezeny néjaké bakterie vyznamné podobné
neznamé vstupni bakterii, pak se do vystupniho souboru ulozily nazvy podobnych
bakterii.

P1i prvnim testovani Bacterial Identifieru byl vznesen pozadavek na vypis vy-
sledki primo do vystupniho okna nastroje, aby uzivatel hned vidél, které bakterie
jsou vyznamné podobné neznamé bakterii. Automaticky softwarovy nastroj Bac-
terial Identifier byl také rozsiten o nastroje FastANI a BLAT a byl implementovan
do online databéze VUVeLu. Jelikoz hlavni cflovou skupinou uzivateli budou pracov-
nici VUVeLu, byla jako vychozi referen¢ni databéze nastavena databdze VUVeLu.

Uzivatelé také vznesli pozadavek na moznost vybéru vlastni databaze, takze byla
do Bacterial Exploreru priddna moznost volby vlastni referen¢ni databaze. Uzivatel
si miZe vybrat mezi databdz{ VUVeL, se kterou je nistroj propojeny, nebo si miize
zvolit vlastni databazi, kterou je ale potifeba ru¢né nahrat.

Po téchto tpravach byl Bacterial Explorer otestovan a zjisténé nedostatky byly
opraveny. Jednim ze zjisténych nedostatki bylo Spatné propojeni databaze uziva-
telit s Docker kontejnerem Bacterial Exploreru. Tento problém byl vyfesen pouzitim
knihovny MySQLdb misto flask mysqldb. Dalsim nedostatkem bylo Spatné nasta-
veni cest k vystupnim soubortim, coz zptisobilo, ze se nékteré vystupni soubory ne-
ukladaly do vystupni slozky Bacterial Exploreru. Cesty k soubortim byly opraveny
a vsechny soubory se nyni ukladaji do vystupni slozky spravné.

V soucasné dobé probiha dalsi testovani nastroje Bacterial Explorer a jiz nyni

jsou pripravovany nové inovace. Jednou z inovaci bude vytvoreni jednotné indexo-
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vané databaze pro vSechny nastroje, ¢imz se urychli proces Bacterial Exploreru. Do

budoucna se pak pocita s dalsim rozsitenim nastroje.

5.3.2 Vysledky - Testovani |

Prvni testovani se zaméruje na kmeny, které maji v databazi VUVeLu nékolik za-

stupct. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jaké a kolik bakterii z databaze

VUVeLu jsou detekované nastrojem Bacterial Explorer a jednotlivymi néstroji Cd-
hit, FastANI, BLAT a BLAST. Vysledky testovani jsou uvedeny v tabulkach (viz

priloha[A)). Pro lepsi piehlednost byly vytvofeny grafy [5.16)]

Z kazdého kmene, ktery obsahoval v databdzi VUVeLu vice nez jednoho zéstupce,

byly vybrany 3 bakterie, které byly testovany v nastroji Bacterial Explorer. Celkem

bylo tedy testovano 15 bakterii pri dvou riznych nastavenich nastroje Bacterial

Explorer.

Nejprve byl nastroj otestovan v rezimu detekce zalozené na 16S rRNA pri nasta-

veni prahu na 99% (viz graf|5.16|) a vybéru vSech moznych nastroju (Cd-hit, BLAST
a BLAT). Jak je patrné z grafu Bacterial Explorer detekoval nejméné bakterii
podobnych referenénim bakteriim z databéze VUVeLu, jelikoz vysledkem Bacterial

Exploreru (ve vystupnim okné) je prunik vysledki ze vSech pouzitych nastroju.

254

20+

Hodnota

10

Pocet bakterii detekovany jednotlivymi nastroji pfi nastaveni metody 1

a
v

mmm Bacterial Explorer
mm Cd-hit
mEm BLAT

BLAST

Jméno bakterie

Obr. 5.16: Graf znazornujici pocet bakterii predikovany nastrojem Bacterial Explo-
rer a nastroji Cd-hit, BLAT a BLAST. Bacterial Explorer byl nastaven na metodu
1 a prah byl nastaven na 99%.

V grafu si ddle mtizeme vSimnout, ze se u ruznych nastroju lisi pocty detekova-

nych bakterii. Obecné lze tict, ze BLAT a BLAST ve vétsiné pripadia detekuji mno-

hem vice bakterii podobnych referenéni bakterii nez Cd-hit. To je pravdépodobné
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zpusobené tim, ze tyto nastroje “rozsekaji” vstupni a referenc¢ni sekvenci na kratsi
useky a nasledné jsou tyto tseky porovnavany. Je tudiz vétsi pravdépodobnost, ze
tyto néstroje najdou ke vstupni bakterii néjakou podobnou bakterii z referenc¢ni
databaze s pozadovanou shodou. Oproti tomu nastroj Cd-hit nalezne mezi vstupni
sekvenci a referen¢ni sekvenci nejdelsi mozné zarovnani a vysledna shoda mezi sek-
vencemi je pak urcena na zakladé tohoto zarovnani. Z toho vyplyva, zZe celkovy
vysledek néstroje Bacterial Explorer, pii volbé vSech néstroju, prahu 99% a me-
tody 1, je nejvice ovlivnén vysledkem Cd-hitu, jelikoz detekuje nejméné podobnych
bakterii.

V grafu jsou zaznamenéany vysledky testovani néstroje v rezimu detekce za-
loZzené na celych genomech. Z tohoto grafu vyplyva, ze Bacterial Explorer, stejné jako
v predchozi metodé, detekoval podle ocekavani nejméné podobnych bakterii vstupni
bakterii. Z grafu mizeme pozorovat, ze vysledek Bacterial Exploreru v tomto pripadé
ovliviiuje nejvice nastroj FastANI, ktery detekuje nejméné bakterii. To je zptisobeno
tim, ze k vypoctu podobnosti pouziva celé sekvence, ¢imz se lisi od ostatnich na-
stroju, které k vypoctu podobnosti nepouzivaji celé sekvence, ale pouze kratsi tiseky.
Ostatni néstroje maji tedy vétsi pravdépodobnost nalezeni pozadované shody. Vy-
stupem FastANI je pak prumérna nukleotidova identita dvou sekvenci. Naopak, nej-
vice podobnych bakterii, opét detekuji nastroje BLAT a BLAST.

Pocet bakterii detekovany jednotlivymi nastroji pfi nastaveni metody 2

Bacterial Explorer
Cd-hit

BLAT

BLAST

BLAST

404

w
S

Hodnota

N
=1

10

Jméno bakterie

Obr. 5.17: Graf znazornujici pocet bakterii predikovany nastrojem Bacterial Explo-
rer a nastroji Cd-hit, BLAT, BLAST a FastANI. Bacterial Explorer byl nastavem

na metodu 2 a prah byl nastaven na 99%.

U obou metod byly v grafech (viz ptiloha barevné znazornény kmeny, do
kterych spadaji detekované bakterie. V drtivé vétsiné pripadu spadaji detekované

bakterie do stejného kmene jako vstupni bakterie. Pouze ve tfech pripadech spadala

52



detekovana bakterie do jiného kmene nez vstupni bakterie. Konkrétné u bakterie Fu-
bacterium sp An3 z kmene Firmicutes byla nastrojem BLAST detekovana bakterie
Gordonibacter sp An232A z kmene Actinobacteria pro metodu 16S rRNA.

U metody zalozené na celogenomovém porovnavani byla pro bakterii Collinsella
tanakaei ET32 z rodu Actinobacteria detekovana néstrojem Cd-hit jako podobné
bakterie Elusimicrobium sp An237 z rodu Elusimicrobiota. U bakterie Fusobacterium
perfoetens An888 z kmene Fusobacteria byla identifikovana jako podobna bakterie
Enterocloster clostridioformis ET46 z kmene Firmicutes. Jelikoz byly bakterie z
jiného kmene detekovany vzdy pouze jednim nastrojem, je pravdépodobné, Ze se
jedna o odchylky néstroji.

Navzdory ocekavani, ze metoda zalozena na 16S rRNA detekuje vice podobnych
bakteriich, se toto oCekavani zcela nenaplnilo, jelikoz u nastrojui BLAT a BLAST
bylo zaznamenano vétsi mnozstvi podobnych bakterii u metody 2, zalozené na po-
rovnavani celych genomt. To je pravdépodobné zpiisobeno tim, zZe tyto nastroje sice
vyuzivaji celé genomy, ale vyslednd podobnost mezi neznamou bakterii a referenc-
nimi bakteriemi neni vztazena na celé genomy, jelikoz jsou genomy rozsekany a na-
sledné jsou porovnavany jednotlivé useky. Aby bylo dosazeno vétsi presnosti, bylo
by mozné nastavit prisnéjsi pozadavky na minimalni délku porovnavanych tuseki.
Zde ale potom vyvstava otazka, jak minimalni délku nastavit, aby nedoslo k nad-
mérné filtraci vystupnich bakterii. A to je divod, pro¢ Bacterial Explorer kombinuje
vice nastroji, jelikoz umoznuje uzivateli vzajemné srovnani vysledkt jednotlivych
nastroji a ve vystupnim souboru “output.txt” je souhrny piehled bakterii, ketré
byly detekovany jednotlivymi nastroji. Uzivatel pak s touto informaci miize déle na-
lozit podle svych potieb a miize napriklad zkusit globalni zarovnani pro jednotlivé
bakterie, které umoznuje stanoveni celkové podobnosti mezi bakteriemi.

V ramci tohoto experimentu byla také porovnana doba béhu Bacterial Exploreru
pro metodu 1 a metodu 2. Hlavni vyhodou metody 1 je jeji rychlost. Pramérné
doba béhu Bacterial Exploreru pro metodu 1 byla 10 sekund pro referen¢ni rRNA
databazi 452 bakteridlnich genomi z databéze VUVeL. Oproti tomu metoda 2 bézela

v priméru 15 minut pro 452 genomt z databdze VUVeL.

5.3.3 Vysledky - Testovani Il

Druhé testovani se zaméFuje na kmeny, které maji v databézi VUVeL pouze jednoho
zastupce. Konkrétné se jedna o kmeny Verrumicrobiota, Elusimicrobiota a Synergis-
tes. Bacterial Explorer byl tedy testovan na bakteriich - Akkermansia muncinphila

An78, Elusimicrobium sp An273 a Cloacibacillus sp An23.
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Jak ukazuje tabulka[5.7], Bacterial Explorer stanovil jako podobné bakterie pouze
tytéz bakterie, které byly nahrany jako vstupni nezndmé bakterie. Tento vysledek
byl ziskdn jak pti volbé metody 1 (zalozené na 16S rRNA), tak i pfi volbé me-
tody 2 Bacterial Exploreru. Zaroven i jednotlivé nastroje - Cd-hit, BLAT, BLAST
a Fast ANI stanovily jako podobné bakterie pouze ty samé bakterie. Jelikoz v data-
bazi VUVelu nebyly z4dné jiné bakterie v téchto kmenech, naplnilo se ofekéavani, ze
zadné jiné bakterie nebudou Bacterial Explorerem ani jinym néstrojem detekovany
jako podobné.

Tab. 5.7: Vysledky testovani II pro nastroje Bacterial Explorer a Cd-hit. Metody
1 a 2 predstavuji zvolené metody v nastroji Bacterial Explorer. Prah byl nastaven
na 99%.

Metoda Cd-hit

Naéazev vstupni bakterie

Bacterial Explorer

Akkermansia muciniphila An78

1

Akkermansia muciniphila An78

Akkermansia muciniphila An78

Akkermansia muciniphila An78

Akkermansia muciniphila An78

Akkermansia muciniphila An78

Elusimicrobium sp An273 Elusimicrobium sp An273 Elusimicrobium sp An273

Elusimicrobium sp An273
Cloacibacillus sp An23
Cloacibacillus sp An23

Elusimicrobium sp An273
Cloacibacillus sp An23
Cloacibacillus sp An23

Cloacibacillus sp An23
Cloacibacillus sp An23

2
1
Elusimicrobium sp An273 2
1
2

Tab. 5.8: Vysledky testovani II pro nastroje BLAT, BLAST a FastANI. Metody 1 a 2

predstavuji zvolené metody v ndstroji Bacterial Explorer. Prah byl nastaven na 99%.

Néazev vstupni bakterie | Metoda BLAT BLAST Fast ANI
Akkermansia muciniphila ] Akkermansia muciniphila | Akkermansia muciniphila )
An78 An78 An78
Akkermansia muciniphila 9 Akkermansia muciniphila | Akkermansia muciniphila | Akkermansia muciniphila
An78 An78 AnT78 An78
Elusimicrobium sp An273 1 Elusimicrobium sp An273 | Elusimicrobium sp An273 -
Elusimicrobium sp An273 2 Elusimicrobium sp An273 | Elusimicrobium sp An273 | Elusimicrobium sp An273
Cloacibacillus sp An23 1 Cloacibacillus sp An23 Cloacibacillus sp An23 -
Cloacibacillus sp An23 2 Cloacibacillus sp An23 Cloacibacillus sp An23 Cloacibacillus sp An23

5.3.4 Vysledky - Testovani IlI

Treti testovani se zaméruje na bakterie, které nejsou soucasti databaze VuVelLu,
ale jsou volné dostupné na NCBI. Oproti testovaci databézi VUVeLu bylo zarov-
nani téchto genomt provedeno jinymi zarovnavacimi technikami. Pro testovani byly
vybrany jednak bakterie, které spadaji do kmenti, které se nachéazi v referencni data-
bézi VUVeLu, ale také bakterie, které nespadaji ani do jednoho z kmenti v databazi
VUVeLu. Testované bakterie a vysledky testovani jsou uvedeny v tabulkéch .
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Tab. 5.9: Vysledky testovani I1I pro nastroje Bacterial Explorer a Cd-hit. Metody 1 a

2 predstavuji zvolené metody v nastroji Bacterial Explorer. Ve vSech experimentech

byl nastaven prah 99%.

Nazev vstupni bakterie | Metoda Bacterial Explorer Cd-hit
Treponema pallidum 1 Z4dné bakterie Z4dn4 bakterie
Treponema pallidum 2 Z4dné bakterie Z4dna bakterie
Helicobacter pylori 1 Z4dné bakterie Z4dna bakterie
Helicobacter pylori 2 Z4dné bakterie Z4dn4 bakterie

Escherichia coli An190 Escherichia coli An190

FEscherichia coli Nissle 1917 1 Escherichia coli An786 Escherichia coli An786

Escherichia ferqusonii ETT8 | Escherichia fergusonii ET78
Escherichia coli Nissle 1917 2 Zadna bakterie Zadna bakterie

Tab. 5.10: Vysledky testovani I1I pro nastroje BLAT, BLAST a FastANI. Metody 1 a

2 predstavuji zvolené metody v aplikaci Bacterial Explorer. Ve vsech experimentech

byl nastaven prah 99%.

Nazev vstupni bakterie | Metoda BLAT BLAST Fast ANI
Treponema pallidum 1 Z4dna bakterie 74dna bakterie -
Treponema pallidum 2 Z4dné bakterie 74dna bakterie Z4dna bakterie
Helicobacter pylori 1 Zadna bakterie Bacillus aerophilus ET127 -
Helicobacter pylori 2 Z4dna bakterie Z4dné bakterie Z4dnéa bakterie

Escherichia coli Nissle 1917

Escherichia coli An190
Escherichia coli An786
Escherichia fergusonii ETT8

Escherichia coli An190
Escherichia coli An786
Escherichia fergusonii ETT8

Escherichia coli Nissle 1917

Escherichia coli An190
Escherichia coli An786

Escherichia coli An190

Z4dné bakterie

Escherichia fergusonii ET78

Prvni testovaci bakterii byla zvolena Treponema pallidum (PRIJNA378185 [132])
z kmene Spirochaete. Tato bakterie je zndma, ale v testovaci databazi VUVeLu chybi,
jelikoz neni predmétem zdjmu VUVeLu. Proto byl u této bakterie predpoklad, ze
ji Bacterial Explorer s referenéni databézi VUVeLu detekuje jako nezndmou. Toto
ocekavani se naplnilo a Bacterial Explorer, ani zadny z nastroju Cd-hit, FastANI,
BLAT a BLAST, neidentifikoval Z&dnou bakterii z databdze VUVeLu jako podob-
nou.

Druhou bakterii byla zvolena bakterie Helicobacter pylori (PRIJNA715181 [133])
z kmene Proteobacteria. Tato bakterie také patii mezi znamé bakterie, ale v da-
tabazi VUVeLu chybi. Bacterial Explorer tuto bakterii identifikoval rovnéz jako
neznamou, ale pri metodé 1 byla detekovana nastrojem BLAST bakterie Bacillus
aerophilus E'T127 z kmene Firmicutes jako podobna.

Posledni testovanou bakterii byla Escherichia coli Nissle 1917 (PRINA248167 [134]).

Jedna se o nepatogeni bakterii, kterd se vyskytuje v mikrobiomu a ¢asto byva sou-
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Zasti probiotik. Tato bakterie rovnéz neni v databdzi VUVeL, ale protoze se v data-
béazi nachézi jiné druhy FEscherichia coli, bylo pravdépodobné, ze Bacterial Explorer
detekuje néjaké bakterie z databaze jako podobné. Toto ocekavani se naplnilo, je-
likoz pri metodé 1 byly detekovana bakterie Fscherichia coli An190, Escherichia
coli An786 a Escherichia coli ETT8 jako podobné. V pripadé metody 2 ale nebyla
zadna Bakterie detekovana jako podobna, jelikoz nastroj Cd-hit nedetekoval zadnou
bakterii jako podobnou.
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Zavér

Diplomova prace se zabyva problematikou bakteridlni typizace. Bakterialni typizace
hraje vyznamnou roli pri hledani novych bakterii, které jsou dulezité naptiklad pro
vytvoreni novych probiotik.

Prvni kapitola diplomové prace je vénovana bakteridlni typizaci. Jsou zde po-
psany jednak fenotypové metody, ale zejména genotypové metody. Konkrétné se
kapitola zaméruje na pulzni gelovou elektroforézu, polymorfismus délky restrikc-
nich fragment, multilokusovou sekvenacni typizaci a bakterialni typizaci analyzou
jednonukleotidovych polymorfismii.

Druha kapitola se zaméruje na metody analyzy genomickych dat. Je zde popsan
hladovy algoritmus, heuristické vyhledavani podobnych sekvenci, skryty Markoviv
model, algoritmus mapovani bez zarovnani a algoritmus minMLST.

Tieti kapitola popisuje dataset bakteridlnich genomi poskytnuty VUVeL. Ctvrta
kapitola je vénovana dostupnym néstrojim pro bakterialni typizaci. Konkrétné se
kapitola zaméruje na néastroje BLAST, BLAT Cd-hit, Barrnap, FastANI, BLAT a
PROKKA.

Naslednd prakticka c¢ast je vénovana vlastni implementaci a testovani nastroje
Bacterial Explorer. V ramci této kapitoli je popsan backend néastroje, frontend na-
stroje a testovani nastroje. Testovani nastroje rovnéz zahrnuje diskusi vysledki.

Nastroj Bacterial Explorer byl vytvoren pomoci frameworku Flask pro Python
a byl implementovén do online databdze VUVeLu pomoci Docker kontejneru. Bac-
terial Explorer slouzi k detekci novych bakterii, které nejsou zahrnuty v referencéni
databazi a nabizi dvé metody, jak detekovat podobné bakterie z databaze. Prvni
metoda (metoda 1) je zalozend na 16S rRNA, druha metoda (metoda 2) pro detekci
podobnych bakterii pouziva celé genomy. K detekci podobnych bakterii pouziva
nastroj Bacterial Explorer nastroje Cd-hit, BLAT, BLAST a FastANI. V pripadé
metody 1 je navic jesté pouzit nastroj Barrnap k detekci 16S rRNA. Uzivatelské
prostiedi nastroje bylo rovnéz vytvoreno pomoci frameworku Flask pro Python.

V rdmci testovani byla jednak testovana uzivatelské privétivost, ale také funke-
nost nastroje. V pribéhu vyvoje nastroje byl Bacterial Explorer upravovan dle po-
zadavkt VUVeLu. V rdmei testovani funkénosti byla provedena t¥i testovan{. Tes-
tovani I se zabyvalo testovanim ndstroje pro bakterie z databdze VUVeLu, které
spadaji do kmeni, které jsou v databazi hojné zastoupeny. Testovani odhalilo, ze
vsechny testované bakterie byly spravné detekovany jako nejvice podobné bakterie
z referencni databaze. Dale bylo zjisténo, ze jako podobné bakterie se identifikuji
bakterie ze stejného kmene jako je vstupni bakterie. Pouze ve vyjimecénych ptipa-
dech jsou bakterie z jinych kment detekovany jako podobné. To je pravdépodobné

zpusobeno odchylkou pouzitych néstroji.
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Testovani II testovalo Bacterial Explorer na bakteriich, které pochazi z kmen,
které maji v databazi VUVeLu pouze jednoho zastupce. Podle ocekavani testovani
ukazalo, ze se jako podobna bakterie z databaze detekovala pouze ona testovana
bakterie. Testovani III bylo zaméfeno na testovani nastroje na bakteriich, které
nebyly v databazi. K testovani byly zvoleny znamé a dobte prozkoumané bakterie.
Cilem experimentu bylo dokazat, zda se tyto bakterie identifikuji jako neznamé.
V pripadé Treponemy pallidum a Helicobacter pylori se tyto baterie identifikovaly
jako neznamé, ale v pripadé bakterie Fscherichia coli Nissle 1917 Bacterial Explorer
detekoval podobné bakterie, jelikoz se v databdzi VUVeLu vyskytovaly jiné druhy
Escherichia coli.

Celkové z vysledku testovani vyplyva, ze Bacterial Explorer poskytuje pomérné
rychlou moznost, jak detekovat neznamé bakterie. Zaroven Bacterial Explorer uziva-
teli poskytuje vysledky ze vsech néastroju, které néstroj pouziva, coz uzivateli nabizi

dalsi moznosti.
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Basic Local Alignment Search Tool

Bast-Like Alignment Tool

Bacterial ribosomal rRNA predictor

Multilokusové sekvenéni typizace (Core genome Multilocus sequence

typing)

Deoxyribonukleova kyselina

ERIC PCR Enterobakteridlni repetitivni intergenni konsenzus polymerazové

HMM
iTOL
MLST

MLVA

NCBI

NGS
PCR
PFGE

rep-PCR

RFLP

fetézové reakce

Hidden Markov model

Interaktivni strom zivota (Interactive Tree of Life)
Multilokusova sekvencni typizace (Multilocus sequence typing)

Analyza variabilniho poc¢tu repetic ve vice lokusech (Multiple-locus

variable number tandem repeat analysis)

Narodni centrum pro bioinformatické informace (National Center for

Biotechnology Information)

Nové generace sekvenovani (Next Generation Sequencing)
Polymerézova fetézcova reakce (Polymerase chain reaction)
Pulsni gelova elektroforéza (Pulsed-field gel electrophoresis)

Repetitivni sekvencéni polymerazova retézcova reakce

(Repetitive-element polymerase chain reaction)

Polymorfismus délky restrikénich enzymu (Restriction fragment

length polymorphism)
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SHAP
SLST
SNP
WCHA

wgMLST

WGS

WSGI

Shapleyho aditivni hodnoty (Shapley Additive explanations)
Jednolokusova sekvenéni typizace (Single locus sequences typing)
Jednonukleotidovy polymorfismus (Single nucleotide polymorphism)
Wilkins-Chalgrentiv anaerobni agar

Multilokusova sekvencni typizace (Whole genome Multi locus

sequence typing)
Celogenomové sekvenovani (Whole genome sequencing)

Web Server Gateway Interface
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A Tabulky

Tab. A.1: Vysledky testovani I pro bakterie z kmene Bacteroides pro metodu 1
s prahem 99% pri volbé nastroju Cd-hit, BLAT a BLAST.

Nazev bakterie Bacterial Explorer | Cd-hit BLAT BLAST
ET71
68 SSukc20
109 WCHN
ET225
ET238
ET44
Bacteroides helcogenes ETT1 ET71 ETT71 ET42 ET71
An878
An109
An421
An502
125 WCHN
An199
Bacteroides caecigallinarum An876 An876 An876 Ang876 An&76
ET5
An768
ET2
68 SSukc20
An189
ET48
ET474
An793
An822
ET44
ET5 ET5 %rfjj ET5
Mediterranea sp ET5 ET6 ET6 ET36
ET36 ET36 Ang24 ET36
An502
ET36
ET6
ET5
An277
ET47
An923
An925
Ang&893
ET15
ET37
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Tab. A.2: Vysledky testovani I pro bakterie z kmene Firmicutes pro metodu 1 s pra-
hem 99% pri volbé nastroju Cd-hit, BLAT a BLAST.

Nazev bakterie Bacterial Explorer | Cd-hit | BLAT | BLAST
An3
Eubacterium sp An3 An3 An3 An3 AnlT9
An180
An232A
, , Anl21 Ani21 | Anmt21 | 2121
Faecalibacterium sp An121 An58
Anb58 Anb58 An58
AnT77
An149
Anl158
An26
An779
An149 An149 jfllfg An149
Clostridium spiroforme Anl49 An158 Anl58 Anl05 Anl158
An26 An26 An26
Anl134
Anl142
An80
An13
An731

79




Tab. A.3: Vysledky testovani I pro vstupni bakterie z kmene Actinobacteria pro
metodu 1 s prahem 99% pfti volbé néstroju Cd-hit, BLAT a BLAST.

Nazev bakterie

Bacterial Explorer

Cd-hit

BLAT

BLAST

Collinsella sp An7

An7
An840

An7
An840

AnT7
An840
Anb
An2
An307
An340a
An70
An788
154 Feed
An718
An794
An188
An270
An285
An293
An732
An820
13 COKtk
10 COK
153 Feed
172 Sheadler sukc20
23 COK
26 COK
3 COKtk
51 SSukcl0
7 COKtk

AnT
An840

Thermophilibacter provencensis

172 Shaedler sukc20

172 Shaedler sukc20
10 COK
23 COK
3 COKtk
7 COKtk
An270
13 COKtk

172 Shaedler sukc20
10 COK
23 COK
3 COKtk
7 COKtk
An270
13 COKtk

172 Shaedler sukc20
10 COK
23 COK
3 COKtk
7 COKtk
153 Feed
26 COK

51 SSukcl0
An188
An270
An285
An293
An732
An733
An820
An794

13 COKtk

172 Shaedler sukc20
10 COK
23 COK
3 COKtk
7 COKtk
An270
13 COKtk

Collinsella tanakaei ET32

ET32
An271

15 COKtk

176 SSukc20

53 Shaedler sukcl0

An712
An789
AnT792
An833

ET32
An271
15 COKtk
176 SSukc20
53 Shaedler sukcl10
AnT712
An789
An792
An833

ET32
An271
15 COKtk
176 SSukc20
53 Shaedler sukcl0
57 Shaedler sukcl10
An712
An789
An792
An833
ET10
ET226
ET30
ET32
An718
13 COKtk

ET32
An271
15 COKtk
176 SSukc20
53 Shaedler sukcl0
AnT712
An789
An792
An833 ET32

80




Tab. A.4: Vysledky testovani I pro vstupni bakterie z kment Proteobacteria a Fuso-
bacteria pro metodu 1 s prahem 99% pii volbé nastroju Cd-hit, BLAT a BLAST.

Néazev bakterie Bacterial Explorer Cd-hit BLAT BLAST
Desulfovibrio sp An276 An276 An276 An276 An276
ET78 ET78 ET78 ET78
Escherichia fergusonii ETT8 An786 An786 An786 An786
An190 An190 An190 An190
An562 An562 Anb562 An562
88 Shaedler sukc20 88 Shaedler sukc20 | 88 Shaedler sukc20 | 88 Shaedler sukc20
95 BHI 95 BHI 95 BHI 95 BHI
Parasutterella secunda An562 97 BHI 97 BHI 97 BHI 97 BHI
ET72 ET72 ET72 ET72
ETT73 ET73 ET73 ET73
ET74 ET74 ET74 ET74
ET75 secunda ET75 ET75 ET75
An397 An397
ET45 ET45
Fusobacterium mortiferum An397 An397 An3o7 An425 An425
ET45 ET45
An814 An814
An874 An874
Fusobacterium varium An876 An876 An876 An876
An888
An888
Fusobacterium perfoetens An888 Ang88 Ansld An&88 An&88
An874
Ang&76
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Tab. A.5: Vysledky testovani I pro vstupni bakterii Bacteroides helcogenes ETT1

pro metodu 2 s prahem 99% pii volbé vSech nastroju.

Nazev bakterie Bacterial Explorer | Cd-hit BLAT BLAST | FastANI
ET71
68 SSukc20
An406
An496
ET71
ET19
ET2
ET22
68 SSukc20
ET4
An406
84 SSukc20
ET19
An825
ET22
An&01
ET4
An822
84 SSukc20
ET489
Ang825
ET71 An19
E238
ET21 An269
ET474
Anb558 An322
An801
ET225 An51A
ET474 ET489 An62
n
Bacteroides helcogenes ETT1 ETT71 An19 ETT71
An793 118 WCHN
An269
An801 An421
An322
An279 An502
An20
AnT767 An772
An277
An426 An20
ET11
An277
Ang&18
ET11
ET3
ET13
143 Shaedl plusK
An767
133 WCHN
An818
An905
ET3
ET47
ETS
ET15 .
133 WCHN
ET37
An905
ET47
ET15
ET37
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Tab. A.6: Vysledky testovani I pro bakterii Bacteroides caecigallinarum An428a pro

metodu 2 s prahem 99% pii volbé vSech nastroju.

Nazev bakterie Bacterial Explorer Cd-hit BLAT BLAST Fast ANI
An428a
139 WCHN
An768
ET2
An428a
1 COKtk
139 WCHN
45 SSukc10
ET2 An406
n
1 COKtk
An428a, An428b
. B} 45 SSukc10
139 WCHN An496
68 SSukc20
98 BHI ET12
An406
1 COKtk ET19
An428b
68 SSukc20 ET21
) An496
An406 ET22
ET12
ET19 84 SSukc20
ET19
ET21 An558
ET21
ET22 An825
ET22
ET4 ET238
109 WCHN
ET238 ET474
. . . 84 SSukc20
Bacteroides caecigallinarum An428a An428a ET71 An558 An&22 An428a
n
Ang22 An279
ET238
An269 An279 An322
n
An62 An51A
An51A
118 WCHN Anb5
Ang19
ET490 An62
118 WCHN .
46 SSukcl0 An20 118 WCHN
n
64 SSukc20 An20
An39
An850 An39
And4b
Ang18 An4b
An42
And26 ET490
37 SSukcl10
ET15 ET13
63 SSukc20
. An767
An767
An850
An850
143 Shaedl plusK
An4l
An426
ETS80
ET15
ET37
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Tab. A.7: Vysledky testovani I pro bakterii Mediterranea sp ET5 pro metodu 2 s

prahem 99% pii volbé vSech nastroju.

Nazev bakterie

Bacterial Explorer

Cd-hit

BLAT

BLAST

Fast ANI

Mediterranea sp ETH

ET5
ET36
ET6

ET5
An428b
ET21
An819
An824
ET36
ET6

ET5
1 COKtk
45 SSukel10
An428a
ET12
121 Egel
84 SSukc20
Anb58
An&25
Ang22
An279
ET7
An62
An819
An421
ET36
ET6
ET490
63 SSukc20
An767
An850
Ang&18
Anl6
An426
An475
An905
ET15

ET5
1 COKtk
ET12
ET21
An62
ET36
ET6
125 WCHN

ET5
ET36
ET6
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Tab. A.8: Vysledky testovani I pro bakterii Eubacterium sp An3 pro metodu 1 s

prahem 99% pfi volbé vSech néstroji.

Naéazev bakterie | Bacterial Explorer Cd-hit BLAT BLAST | FastANI
An3
An3
An201
Anl72
Anl72
An250
An250
An75
An75
AnlT74
Anl74
Anl75
Anl75
Ang883
Ang883
An915
An915
An249
An249
An46
An46
An81
An81
Anl179
Anl179
Anl149
An149
Anl158
Anl158
An779
An779
Anl2 Anl2
n
An3 An210
An210
An915 ET318 ET318
An81 Anlb5
Anlb5
Anl179 Anll
Anll
Anl177 An3 An3
n
An210 Anl122
An122
Anll Anl92 77 SSuke20
n
Eubacterium sp An3 An3 Anl135 Anl10 An3
77 SSuke20
An503 Anl135
An248
36 SSukc10 An4
Anl0
An&17 An&2
Anl135
39 SSukc10 And An9
n
70 Shaedler suke20 Ans? An91
n
An499 An9 ET340
n
71 SSuke20 An503
An91
An138
ET340
Anl4
An503
An169
An138
An196
Anl4
An76
Anl69
36 SSukc10
Anl196
An427
An76
AnT785
36 SSukc10
ET18
And27
ET229
An785
An499
ET229
An507
An499
An85
An85
An869
An869
ET50
ET50 71 SSuke20
uke
71 SSukc20
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Tab. A.9: Vysledky testovani I pro bakterie Faecalibacterium sp An121 a Clostridium

spiroforme Anl149 pro metodu 1 s prahem 99% pii volbé vSech nédstroju.

Nazev bakterie Bacterial Explorer | Cd-hit BLAT BLAST | FastANI
Anl21
Anl121 An867
An867 An75
An75 Anl74
An249 An816
Anl21 An46 An249
An915 Anl122 An46
An58 An192 An192
Faecalibacterium sp Anl121 Anl21 AnT77 Anb8 Anb58 Anl121
An785 An936 An936
ET229 ET51 ET51
An569 Anl194 An912
An411 Anl19%4
An860 ET229
An901 An411
An85 An901
An85
Anl4
Anl49 nldo
An250
An250
An514
Anl74
Anl74
Anl75
An251
An251
An249
An249
An46
Blautia sp An46
An8l1
Anl158
An149 Anl158
An26
An250 An26
Anlb
An46 Anl2
An3
An158 Anlbs
Anl149 An26 AnTr3 An3 Anl149
I I
Clostridium spiroforme An149 " ! An248 ! "
Anl58 An142 And An248 Anl158
1
Ans0 ' An306
ET340
An731 An4
An138
ET341 ET340
Anl4
ET229 An138
Anl168
Anl168
Anl105
Anl105
Anl134
Anl134
Anl3
Anl142
ET341
An80
An499
Anl3
An559
71 SSuke20 ETsdl
c
b 71 SSuke20
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Tab. A.10: Vysledky testovani I pro bakterie z kmene Actinobacteria pro metodu 2

s prahem 99% pri volbé vSech nastroju.

Nazev bakterie Bacterial Explorer Cd-hit BLAT BLAST Fast ANI
An7
i An7
An7l9 AnT19 An7
Collinsella sp AnT An7 An840 . " An7
An840 An840
ET32
An268
AnT718
172 Shaedler sukc20
An188
An270
An290 172 Shaedler sukc20
Thermophilibacter provencensis 172 Shaedler sukc20 | 172 Shaedler sukc20 An732 An270 172 Shaedler sukc20
172 Shaedler sukc20 Ang82 10 COK
10 COK 7 COKtk
153 Feed
51 SSukecl0
7 COKtk
ET32
An271
ET32
15 CPKtk
An271
176 SSukc20 ET32
15 CPKtk .
176 SSuke20 50 SSukecl0 An271
A 31(])'80 53 Shaedler sukcl0 15 CPKtk
n
Collinsella tanakaei ET32 ET32 AnT12 57 Shacdler sukel0 176 SSuke20 ET32
An712 53 Shaedler sukc10
An789
An789 An712
An792
An791 An792
An833
An792 An833
An273
An833
An718
ET226
ET32
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Tab. A.11: Vysledky testovani I pro bakterie z kmenti Proteobacteria a Fusobacteria

pro metodu 2 s prahem 99% pii volbé vSech nastroju.

Nazev bakterie Bacterial Explorer Cd-hit BLAT | BLAST | FastANI
An 2
Desulfovibrio sp An276 An 276 An 276 n 276 An276 An276
An401
ET78 ET78 ET78
Escherichia fergusonii ETT8 ET78 An190 Anl190 | Anl190 ETT78
An786 An786 | An786
Anb562
88 Shaedler sukc20
95 BHI
Parasutterella secunda An562 Anb62 BT Anb562 | Anb62 Anb62
ET74
ET75
An397
An397 B An397
An425 And25 1y 1o
Fusobacterium mortiferum An397 An397 An814 An397
Ang814 Ang14
An874
An874 ET45
ET45
An876 | An876
Fusobacterium varium An876 An876 An&76 An874 | An874 An876
An888 | An&88
An888
. Ansss | Ansss
. . ET46
Fusobacterium perfoetens An888 An888 Anda5 An874 | An874 An888
N 876 876
An&74
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B Grafy

Pocet bakterii detekovanych nastrojem Bacterial Explorer

Bacteroides
Firmicutes
Actinobacteria
Verrumicrobiota
Elusimicrobiota

[+:]
L

Proteobacteria
Synergistes
Fusobacteria

Pocet detekovanych bakterii

Oznaceni bakterie

Obr. B.1: Graf s poc¢tem detekovanych bakterii pomoci nastroje Bacterial Explorer.
Parametry Bacterial Exploreru: metoda 1, prah 99%, nastavené néstroje pro de-
tekci Cd-hit, BLAT, BLAST.
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Oznaceni bakterie

Obr. B.2: Graf s poc¢tem detekovanych bakterii pomoci nastroje Cd-hit v Bacterial

Exploreru. Parametry Bacterial Exploreru: metoda 1, prah 99%, nastavené nastroje

pro detekci Cd-hit, BLAT, BLAST.

Pocet bakterii detekovanych nastrojem BLAST

Bacteroides
Frmicutes
Actinobacteria
Verrumicrobiota
Elusimicrobiota
Proteobacteria
Synergistes
Fusobacteria

Pocet detekovanych bakterii

Oznaceni bakterie

Obr. B.3: Graf s poc¢tem detekovanych bakterii pomoci nastroje BLAST v Bacterial

Exploreru. Parametry Bacterial Exploreru: metoda 1, prah 99%, nastavené nastroje

pro detekci Cd-hit, BLAT, BLAST.
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Pocet bakterii detekovanych nastrojem BLAT
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Obr. B.4: Graf s poc¢tem detekovanych bakterii pomoci nastroje BLAT v Bacterial
Exploreru. Parametry Bacterial Exploreru: metoda 1, prah 99%, nastavené nastroje
pro detekci Cd-hit, BLAT, BLAST.
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Obr. B.5: Graf s poctem detekovanych bakterii pomoci nastroje Bacterial Explorer.
Parametry Bacterial Exploreru: metoda 2, prah 99%, nastavené néstroje pro de-
tekci Cd-hit, BLAT, BLAST, FastANI.
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Pocet bakterii detekovanych nastrojem Cd-hit
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Obr. B.6: Graf s poc¢tem detekovanych bakterii pomoci nastroje Cd-hit v Bacterial
Exploreru. Parametry Bacterial Exploreru: metoda 2, prah 99%, nastavené nastroje
pro detekci Cd-hit, BLAT, BLAST, FastANI.
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Obr. B.7: Graf s poc¢tem detekovanych bakterii pomoci nastroje BLAT v Bacterial
Exploreru. Parametry Bacterial Exploreru: metoda 2, prah 99%, nastavené nastroje
pro detekci Cd-hit, BLAT, BLAST, FastANI.
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Pocet bakterii detekovanych nastrojem BLAST
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Obr. B.8: Graf s poc¢tem detekovanych bakterii pomoci nastroje BLAST v Bacterial
Exploreru. Parametry Bacterial Exploreru: metoda 2, prah 99%, nastavené nastroje
pro detekci Cd-hit, BLAT, BLAST, FastANI.
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Obr. B.9: Graf s poc¢tem detekovanych bakterii pomoci nastroje Fast ANI v Bacterial
Exploreru. Parametry Bacterial Exploreru: metoda 2, prah 99%, nastavené nastroje
pro detekci Cd-hit, BLAT, BLAST, FastANI.
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C Manual nastroje Bacterial Explorer

Toto je manudl k nastroji Bacterial Explorer. Bacterial Explorer je nastroj, ktery
slouzi k odhaleni novych bakterii. Nize jsou popsany blizsi pokyny k obsluze nastroje

Bacterial Explorer.

Vitejte v Bacterial Exploreru! Chcete odhalit nové bakteridlni genomy? Pak je
pro Vas tento nastroj idealni! Bacterial Explorer odhaluje nové bakterialni genomy
pomoci dostupnych bioinformatickych nastroju — Barrnap, Cd-hit, BLAT, BLAST a
FastANI a poskytuje uzivateli dva zpusoby odhaleni novych bakterialnich genomii.
Prvni metoda je zalozena na porovnavani 16S rRNA, druhd metoda je zaloZzena na

porovnani celych genomi.

1) Prihlaseni a registrace
Po kliknuti na odkaz néastroje Bacterial Explorer se zobrazi ptrihlasovaci okno. Pri-

hlaste se do Bacterial Exploreru pomoci mailu a hesla a stisknéte tlac¢itko “Login”.

v @ UserLogin Form X+

< C A Notsecure blastvuvel.eu:5000/login e d &

Login to the Bacterial Explorer

Email:

Enter emai

Passwor d:

Enter password

Dont't have an account? Register here

Pokud nejste v Bacterial Exploreru registrovani, stisknéte Register here. Na-
sledné se zobrazi registrac¢ni stranka. Vyplite vSechny tdaje a kliknéte na tlacitko

“Register”.

v @ UserRegistration x 4

< G A Notsecure blastvuvel eu:5000/register * oL 2

User Registration to the Bacterial Explorer
Name:

Enter nam e

Email:

Enter email

Password:

Enter password

Already have an account? Login here
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Nyni jste zaregistrovani do néastroje Bacterial Explorer. Kliknéte na Login here,

coz Vas znovu presmeéruje na prihlasovaci stranku.

2) Captcha

Po tspésném prihlaseni vyplitte Captcha test a kliknéte na tlacitko Submit.

v @ Captcha Page x o+ = a X

€ > @ ANotseare blastvuvelewsS000/captcha & K L2

,

Enter the number from the images| |

2) Bacterial Explorer
Po spravném vyplnéni Captcha testu budete presmérovani na hlavni stranku nastroje

Bacterial Explorer.

v @ Bacterial Explorer x o+ — a X

€ 5 G AnNotseare blastvuvel.euS000/bacterialexplorer L

Bacterial Explorer

Select tools: Select method: Select database: Upload unknown genome:
O cd-hit O Using 168 rRNA O) Use VRI database Nofle chosen
O 95%
J FastANI o) othe? (J Use your own database
@]
BLAT () Using whole-genome comparison
] BLAST O 95%
O 97 %
© 99 %
O other
PLEASE SET PARAMETERS!
4
START

Pro spravny béh nastroje je potfeba nastavit parametry. V ¢asti ,,Select tools*
vyberte nastroje, které chcete pouzit. Nastroj Fast ANI nevolte, pokud zvolite v sekci
soelect method“ metodu 16S rRNA. Jinak muzete zvolit jeden az vSechny néstroje.

V sekci ,,Select method“ vyberte jednu z metod. Metoda ,,16S rRNA“ je zalo-
zena na porovnavani 16S rRNA, metoda ,,whole-genome comparison® je zalozena na
porovnavani celych genomu. Taky zvolte pozadovany prah podobnosti. Nejedna se
ale o celkovou podobnost porovnavanych bakterii, ale o minimalni podobnost vybra-
nych tuseku bakterii!!! Pokud zvolite prah ,,other”, napiste do pole, které se zobrazi,

¢iselnou hodnotu pozadované procentualni shody.
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V sekci ,,Select database® vyberte databézi, kterou checete pouzit. Mizete pouzit
databazi Vyzkumného ustavu veterinarniho 1ékatstvi nebo vlastni databazi. Pokud
zvolite vlastni databazi, nahrajte vase bakterie ve fasta formatu. Jeden fasta soubor
miize obsahovat pouze jednu bakterii a celkova velikost vlastni databaze je ome-
zena na 30MB! Poté, co mate vybrané soubory z vasi databéze, kliknéte na tlacitko
Upload, aby se soubory nahraly na server.

V sekci ,,Upload unknown genome* nahrajte fasta soubor s bakterii, kterou chcete
analyzovat. Opét nezapomerite zmacknout tlacitko Upload, aby se soubor nahral na
server!!!

Pokud mate vSechny parametry navoleny, stisknéte tlacitko START. Po dobéh-
nuti aplikace se zobrazi informacni hlaska o tispésném dobéhnuti nastroje a zobrazi

se vysledky ve vystupnim okné néstroje Bacterial Explorer.

v @ Bacterial Explorer x o+ o a X

€ > €  ANotsecure blastvuveleu:5000/bacterialexplorer * & a2 i

Success

Form submitted successfully!

Bakterie zobrazené ve vystupnim okné, které jsou detekované jako podobné,
jsou prunikem vysledkt jednotlivych nastroji — Cd-hit, Fast ANI, BLAT a BLAST.
Po stisknuti tlacitka DOWNLOAD OUTPUT FILES si mizete stdhnout slozku
BacterialExplorer.zip ve které jsou ulozeny vystupni soubory jednotlivych néastroji,
pouzitych pro analyzu, ale také souhrnny soubor output.txt, ktery obsahuje bakte-
rie detekované jednotlivymi nastroji jako podobné. Soucasti slozky je také soubor

README.txt, kde jsou popsany vystupy jednotlivych nastroji.
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v @ Bacterial Explorer X +

« > C A Notsecure  blast.vuvel.eu:5000/bacterialexplorer

Bacterial Explorer

Similar bacteria have been found!

Intersection of bacteria which were detected by your choose tool/s

Anaerotignum_lactatifermentans_An431b
Anaerotignum_lactatifermentans_An514

|
B
| Anaerotignum_lactatifermentans_An390
|
|
| Tyzzerella_sp_Ani14

START

DOWNLOAD OUTPUT FILES
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D Obsah elektronické prilohy

Elektronicka priloha obsahuje slozku BacterialExplorer.zip s vystupy nastroje Bacte-
rial Explorer. Déle obsahuje zdrojovy kéd néstroje - “pipeline.sh”, manual nastroje
Bacterial Explorer a soubor “vysledky.xlsx”, kde jsou ulozeny tabulky s vysledky

testovani I Bacterial Exploreru.
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