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Seznam obrázků 

1.1 Fágová typizace. V části A) je znázorněn princip fágové typizace, v 
části B) je znázorněn princip replikačních testů bakteriofágů. Obrázek 
byl převzat a modifikován z [11] 18 
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Kultivované bakterie jsou štěpeny pomocí enzymů (např. trypsinu) na 
peptidy. Následně jsou peptidy extrahovány a očištěny od přebyteč
ných solí. Poté je provedena hmotnostní spektrometrie a následná 
analýza dat. Obrázek byl převzat a modifikován z [12] 19 

1.3 Obecné schéma Pulsní gelové elektroforézy. Obrázek byl převzat a 
modifikován z [22] 21 

1.4 Určení otcovství na základě metody R F L P : Izolovaná D N A je použita 
k amplifikaci specifické sekvence. Produkt amplifikace (amplikon) je 
následně rozštěpen enzymem a výsledné fragmenty jsou separovány 
gelovou elektroforézou. Výsledné fragmenty lze využít k vyloučení 
nebo potvrzení otcovství. Obrázek byl převzat z [26] 22 

2.1 Princip vícenásobného zarovnání pomocí H M M . Obrázek byl pře
vzat a modifikován z [58] 26 

2.2 Postup metody minMLST. (a) Filtrování typů shluků s jedním izolá-
tem z původního schématu cgMLST a následné rozdělení izolátů na 
trénovací a validační množinu, (b) Trénování klasifikátoru XGBoost, 
dokud není dosaženo minimální ztrátové funkce, (c) Kvantifikace dů
ležitosti genu v natrénovaném modelu XGBoost pomocí zvolené míry 
(SHAP, váha, přírůstek). Iterativní opakování kroků (d) a (e) pro sní
žený počet nej důležitějších genů: (d) provedení typizace kmenů všech 
izolátů ve schématu pomocí hierarchického shlukování založeného na 
vzdálenosti, (e) Vyhodnocení výkonnosti typizace použitím testu vý
znamnosti na upravený ARI , porovnání typů vyvolaných minMLST 
a základních referenčních typů shluků předdefinovaných v původním 
schématu cgMLST. Obrázek byl převzat a modifikován z [64] 28 



3.1 Fylogenetický strom 452 sekvenovaných genomů získaných ze slepých 
střev kuru domácího a prasečího trusu. Modrou barvou jsou znázor
něny bakterie z rodu Firmicutes (245 genomů), fialovou barvou jsou 
bakterie z rodu Bacteroidetes (113 genomů), zelenou barvou jsou bak
terie z kmene Actinobacteria (65 genomů), žlutou barvou je kmen 
Verrumicrobiota (1 genom), červenou barvou Elusimicrobiota (1 gé
nom), oranžovou jsou bakterie z kmene Proteobacteria (19 genomů), 
hnědou barvou je znázorněn kmen Synergistes (1 genom) a růžovou 
barvou je kmen Fusobacteria (7 genomů). Z fylogenetického stromu 
můžeme pozorovat, že Firmicutes a Bacteroides jsou dominantními 
kmeny mikrobiomu 31 

5.1 Znázornění struktury backendu nástroje Bacterial Explorer. Celý ná
stroj, vytvořený pomocí frameworku Flask, je uložen v docker kon
tejneru, který je propojený s MySQL databází uživatelů. MySQL da
tabáze je na stejném servru, jako je Docker kontejner 36 

5.2 Znázornění procesu generování H T M L stránky pomocí frameworku 
Flask. Uživatel zadá do vyhledávače H T M L adresu, čímž pošle poža
davek na server. Server zavolá Flask, který zpracuje požadavek, při
pojí se k databázi a na základě dat vygeneruje novou H T M L stránku. 
Hotová stránka je pak zaslána klientovi, kterému se zobrazí statická 
H T M L stránka. Obrázek byl převzat a modifikován z [121] 37 

5.3 Schéma tabulky "Users" z databáze nástroje Bacterial Explorer. . . . 38 
5.4 Schéma Bacterial Exploreru při volbě metody založené na 166S rRNA. 39 
5.5 Ukázka výstupního formátu blast8. V prvním a ve druhém sloupci 

je název dotazované a referenční sekvence. Ve třetím sloupci je pro
centuelní identita porovnávaných úseků. Ve čtvrtém sloupci je délka 
zarovnání. V pátém a šestém sloupci je počet neshodných znaků a 
počet inzercí a delecí. V sedmém a osmém sloupci je počáteční a ko
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podobné referenční sekvence, ve třetím sloupci je procentuální shoda 
mezi dotazovanou sekvecní a nalezenou podobnou referenční sekvencí, 
ve čtvrtém sloupci je délka zarovnání, v pátém sloupci je e-hodnota 
a v šestém sloupci je bitskóre 42 
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Úvod 

Bakteriální typizace a identifikace hrají klíčovou roli při odhalování nových bakterií. 
V současné době se Výzkumný ústav veterinárního lékařství (VÚVeL) snaží iden
tifikovat nové bakterie v mikrobiomu zvířat pro účely inovativních probiotických 
metod. Bakteriální typizace obecně zahrnuje dva přístupy - fenotypové a genoty-
pové metody. Fenotypové metody představují nemolekulární metody identifikace 
bakterií a jejich hlavní nevýhodou je zejména časová náročnost. Genotypové me
tody představují molekulární metody typizace a oproti fenotypovým metodám jsou 
rychlejší. Diplomová práce se zabývá vytvořením nástroje Bacterial Explorer, který 
umožňuje rychlé porovnání neznámé bakterie s referenčními genomy. 

Diplomová práce se v první kapitole teoreticky věnuje bakteriální typizaci. Je zde 
nastíněna problematika fenotypových a genotypových metod, přičemž je kladen dů
raz zejména na genotypové metody. Jsou zde popsány jak nesekvenační genotypové 
metody, tak sekvenační genotypové metody. 

Druhá kapitola popisuje metody, které se uplatňují při analýze genomických 
dat. Tato kapitola přináší přehled algoritmů, které jsou na pozadí bio informatic
kých nástrojů. V první části této kapitoli je popsán hladový algoritmus a heuris
tické vyhledávání podobných sekvencí. Druhá část této kapitoly se zabývá skrytými 
Markovovými modeli, algoritmem mapování bez zarovnání a algoritmem minMLST. 

Ve třetí kapitole jsou popsána data poskytnutá z bakteriální databáze VÚVeLu. 
Na tuto třetí kapitolu navazuje čtvrtá kapitola, která se zabývá "state-of-the-art" 
dostupnými nástroji, které jsou nyní nejčastěji uplatňovány při bakteriální typizaci. 
Jsou zde popsány nástroje B L A S T , Cd-hit, Barrnap, FastANI a B L A T . 

Poslední kapitola představuje nově vytvořený nástroj - Bacterial Explorer, který 
byl následně propojen s online databází VÚVeLu. Kapitola se zabývá backendem 
nástroje, frontendem nástroje a testováním nástroje. V rámci testování nástroje 
je testována uživatelská přívětivost, ale také funkčnost nástroje Bacterial Explo
rer. Testování je provedeno jednak na bakteriích z poskytnuté bakteriálí databáze 
VÚVeLu, ale také na bakteriích, které byly staženy z NCBI databáze. Konkrétně jsou 
použity bakterie Treponema pallidum, Helicobacter pylori a Escherichia coli Nissle 
1917. Tyto bakterie jsou vhodné k testování, jelikož jsou laboratorně prozkoumány. 
V rámci testování je také provedena diskuse. 
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1 Bakteriální typizace 

Bakteriální typizace hraje klíčovou roli při výrobě probiotik. Probiotika jsou živé 
mikroorganismy, které jsou při požití v dostatečném množství prospěšné pro zdraví 
hostitelského organismu [1]. Přesná identifikace bakteriálních kmenů je nezbytná 
k vyloučení patogenních a rezistentních druhů, což je důležité pro ochranu zdraví 
spotřebitelů. Každý bakteriální kmen má specifické vlastnosti, které přinášejí různé 
zdravotní přínosy. Bakteriální typizace umožňuje výběr těch, které jsou nejvhodnější 
pro dané terapeutické účely [1], [2]. 

Identifikace bakteriálních kmenů je také klíčovým krokem v prevenci a řízení 
infekčních onemocnění. Studium vnitrodruhové variability umožňuje lékařům a věd
cům lépe porozumnět vlastnostem a chování těchto bakterií, což vede k efektivněj
šímu boji proti rizikovým bakteriím. [3] 

Vnitrodruhová variabilita je způsobena zejména horizontálním přenosem genů, 
ztrátou nebo akvizicí genů a rekombinací [4]. Bakteriální typizace je klíčovým nástro
jem pro identifikaci různých kmenů v rámci jednoho druhu [5]. V závislosti na kon
krétní situaci může být bakteriální typizace provedena na různých úrovních - lokálně, 
regionálně nebo mezinárodně. Lokální úroveň zahrnuje primární laboratoře, na regi
onální úrovni můžou být vzorky zaslány do referenční laboratoře a na mezinárodní 
úrovni dochází ke spolupráci v rámci mezinárodních sítí a organizací [6]. 

Bakteriální typizace obecně zahrnuje dva přístupy - fenotypové a genotypové 
metody [6]. V současnosti jsou tradiční fenotypové metody postupně nahrazovány 
modernějšími genotypovými metodami. Nicméně neexistuje univerzální typizační 
metoda, která by byla vhodná pro všechny situace. Proto je nezbytné vybírat tech
niky nebo kombinace technik, které nejlépe vyhovují konkrétní situaci. [6], [7] 

1.1 Fenotypové typizační metody 

Fenotypové typizační metody představují nemolekulární metody identifikace bakte
rií na základě pozorování projevů genové exprese [8]. Projevy genové exprese umož
ňují sledovat změny chování bakterií v závislosti na okolních podmínkách [8]. Mezi 
příklady feno typových parametrů, které jsou využívány při typizaci bakteriálních 
izolátů, patří biochemické reakce, analýza bakteriofágů, stanovení antimikrobiální 
rezistence a studium sérologických vlastností [9]. 

Nevýhody feno typových metod spočívají v tom, že jsou obvykle pracné a časově 
náročné, zejména kvůli nutnosti přípravy kultivačních médií a následné kultivaci 
bakterií. Také jsou příliš variabilní pro praktické využití v epidemiologických studi
ích [10]. Fenotypové metody jsou schopny rozlišit pouze druhy s výraznými rozdíly 
v expresi fenotypových genů [8]. Vzhledem k tomu, že většina infekčních patogenů 
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představuje menší podskupinu uvnitř kmenů jednoho druhu, mohou tyto metody 
nedostatečně zachytit jejich genetickou rozmanitost. Další nevýhodou fenotypových 
metod je, že často vyžadují předběžné znalosti o bakteriálních izolátech, které mají 
být typizovány [8]. 

Mezi nejběžněji používané typizační metody patří biotypizace, sérotypizace, ty
pizace na základě antibiogramu, fágová typizace a proteomická typizace [6]. Bio
typizace je metoda, která se opírá o kultivační a biochemické testy. Tuto typizaci 
lze provádět prostřednictvím testů prováděných na makrozkumavce. Sérotypizace 
slouží k identifikaci a rozlišení bakteriálních kmenů na základě odlišných antigen-
ních determinant na povrchu buněk. Typizace na bázi antibiogramu se provádí bud 
difúzí léčiva na pevném agaru nebo ředěním léčiva v tekutém médiu. Hlavním cí
lem této metody je určování rezistence bakterií vůči antibiotikům. Fágová typizace 
využívá rozdílnou citlivost bakteriálních kmenů k určitým druhům bakteriofágů. 
Na obrázku 1.1 je zobrazen princip a postup této metody. [6] 

Buněčná lýza a Přidání rychle rostoucích Buněčná lýza a Světlá místa představují replikaci 

uvolňování náhradních buněk, k teréumožňuj í uvolňování bakteriofágů 

bakteriofágů další replikaci bakteriofágů bakteriofágů 

Obr. 1.1: Fágová typizace. V části A) je znázorněn princip fágové typizace, v části 
B) je znázorněn princip replikačních testů bakteriofágů. Obrázek byl převzat a mo
difikován z [11]. 
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Proteomické metody (viz obrázek 1.2) jsou založeny na výkonné hmotnostní 
spektrometrii, která umožňuje analýzu proteinů bakteriálních kmenů [6]. Každá z 
těchto metod má své výhody i nevýhody a může být vhodná pro konkrétní epi
demiologické nebo vědecké účely. Avšak v současné době jsou feno typové metody 
postupně nahrazovány genotypovými metodami [6]. 
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Obr. 1.2: Princip proteomických metod založených na hmotostní spektrometrii. Kul 
tivované bakterie jsou štěpeny pomocí enzymů (např. trypsinu) na peptidy. Následně 
jsou peptidy extrahovány a očištěny od přebytečných solí. Poté je provedena hmot
nostní spektrometrie a následná analýza dat. Obrázek byl převzat a modifikován 
z [12]. 
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1.2 Genotypové typizační metody 

Genotypové metody představují molekulární metody typizace, které slouží přede
vším k analýze genetických rozdílů mezi bakteriálními izoláty [6]. Rozvoj molekulární 
genotypizace umožnil klasifikaci mikroorganismů na úrovni druhu a poddruhu. Do té 
doby byla jedinou metodou umožňující klasifikaci poddruhu sérotypizace, která roz
lišuje bakteriální druhy na sérotypy. [6], [8] 

Hlavními výhodami genotypových metod, oproti fenotypovým, jsou rychlost ana
lýzy a schopnost poskytovat vysokou diskriminaci mezi různými izoláty [6]. Mnoho 
genotypových metod nabízí také přístup k rozsáhlým databázím s referenčními ge
notypy [13], [14], [15], [16], což zvyšuje reprodukovatelnost výsledků a umožňuje 
mezinárodní srovnání dat [6]. Obecně lze molekulární metody rozdělit na metody 
založené na sekvenování a metody, které nejsou založené na sekvenování tzv. nesek-
venační genotypové metody [6]. 

1.2.1 Nesekvenační genotypové metody 

Nesekvenační genotypové metody rozlišují zkoumané kmeny na základě rozdílů ve ve
likosti D N A fragmentů, které vznikají amplifikací genomové D N A nebo štěpením 
D N A pomocí restrikčních enzymů [3]. Mezi nesekvenační genotypové metody patří 
například pulzní gelová elektroforéza (PFGE), ribotypizace nebo analýza polymor-
fismu délky restrikčních enzymů (RFLPs) [17]. Tyto techniky jsou však postupně 
nahrazovány typizací založenou na celogenomovém sekvenování (WGS) [17]. 

Pulzní gelová elektroforéza 

Pulzní gelová elektroforéza (PFGE) je technika, která je široce uznávaná jako "zlatý 
standard" pro bakteriální typizaci [6]. Její popularita vychází z vysoké diskrimi
nační schopnosti, nízkých nákladů, vysoké epidemiologické relevantnosti a vnitro-
laboratorní reprodukovatelnosti [5]. Tato metoda se výrazně uplatňuje při kontrole 
infekcí a sledování přenosu patogenů v nemocničním prostředí [18]. 

Porovnání výsledků P F G E z bakterií izolovaných od pacientů, zdravotnických 
pracovníků a prostředí nemocnice umožňuje identifikovat zdroje infekce, zastavit 
šíření patogenů a tím přispět k prevenci nemocí a snížení úmrtnosti [19]. Pravidelné 
odebírání vzorků od zdravotnických pracovíků a monitorování prostředí nemocnice 
spolu s P F G E typizací umožňuje identifikaci a sledování dominantních kmenů, které 
mohou přežívat v nemocničním prostředí [20] [21]. 

Základem P F G E je princip časově řízené změny orientace migrace D N A v závis
losti na velikosti fragmentů [18]. Tato periodická změna polarity elektrického pole 
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umožňuje oddělit molekuly D N A různé délky [18]. Protokoly P F G E byly v prů
běhu posledních dvou desetiletí vyvinuty a standardizovány, což umožnilo efektivní 
mezilaboratorní srovnání v rámci sítí, jako je například PulsNet USA Network [6]. 

Obecně se jednotlivé protokoly liší především v metodách lýzy bakteriálních bu
něk, výběrem restrikčního enzymu, nastavením parametrů spínače a délkou elektro-
forézy. Většina těchto protokolů využívá pufr 50mM Tris [18]. Pro konkrétní typy 
bakterí jsou používány různé protokoly, které specifikují reštrikční enzymy a op
timální podmínky. Toto rozmanité použití protokolů umožňuje srovnání pulzních 
typů mezi různými laboratořemi a usnadňuje identifikaci bakteriálních kmenů spo
jených například s potravinovými onemocněními [18]. Obecný postup procesu pří
pravy D N A pro P F G E je popsán na obrázku 1.3. 
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Obr. 1.3: Obecné schéma Pulsní gelové elektroforézy. Obrázek byl převzat a modifi
kován z [22]. 

Jako alternativy k P F G E byly zavedeny typizační metody založené na polyme-
rázové řetězové reakci (PCR). Tyto typizační metody jsou robustnější a snadněji 
proveditelné. Příkladem jsou metody ERIC P C R , rep-PCR a M L V A . Přesto se tyto 
metody v současnosti používají pouze pro výzkumné účely nebo jako doplňková 
technika k P F G E v referenčních centrech. [18] 

Polymorfismus délky restrikčních fragmentů 

Polymorfismus délky restrikčních fragmentů (angl. Restriction Fragment Length Po
lymorphism = R F L P ) se používá pro analýzu unikátních vzorů ve fragmentech D N A 
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za účelem genetické diferenciace mezi organismy [23]. R F L P využívá tyto rozdíly v 
D N A sekvencích pro rozpoznání a studium genetických variací jak uvnitř druhu, tak 
mezi druhy [24]. 

Reštrikční endonukleázy štěpí D N A na krátké fragmenty [23]. Vzdálenost mezi 
místy štěpení konkrétní reštrikční endonukleázy se může mezi jednotlivci lišit, což 
vede k různým délkám D N A fragmentů produkovaných touto endonukleázou jak 
mezi jednotlivými organismy, tak mezi různými druhy [25]. Prvním krokem analýzy 
R F L P je extrakce a čištění DNA. Vyčištěná D N A je poté štěpena pomocí restrikčních 
enzymů, které obvykle rozpoznávají určité sekvence délky 6-8 bp [23]. Fragmentace 
D N A je následně analyzována pomocí gelové elektroforézy, během které jsou frag
menty odděleny na základě jejich velikosti a náboje. Během elektroforézy migrují 
menší fragmenty rychleji než větší fragmenty směrem ke kladné elektrodě [23]. To 
vede k rozdělení vzorků D N A do různých pásů na gelu. Následně je gel ošetřen 
luminiscenčními barvivy, aby byly pásy D N A viditelné [23]. 

R F L P bylo dříve používáno v aplikacích, jako jsou testy otcovství (viz 1.4), 
forenzní analýza, medicína a genetické studie [24]. S nástupem P C R byla tato me
toda postupně nahrazována metodami založenými na P C R [23]. Postup R F L P vy
žaduje řadu kroků a trvá týdny, než jsou vidět výsledky, zatímco P C R poskytuje 
výsledky během několika hodin. Proto P C R výrazně nahradila R F L P ve většině apli
kací vyžadujících sekvenování D N A , jako jsou testy otcovství nebo forenzní analýza 
vzorků [23]. 

dítě matka otec? otec? 

Obr. 1.4: Určení otcovství na základě metody R F L P : Izolovaná D N A je použita 
k amplifikaci specifické sekvence. Produkt amplifikace (amplikon) je následně roz
štěpen enzymem a výsledné fragmenty jsou separovány gelovou elektroforézou. Vý
sledné fragmenty lze využít k vyloučení nebo potvrzení otcovství. Obrázek byl pře
vzat z [26]. 
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1.2.2 Sekvenační genotypové metody 

Sekvenování celých genomů (angl. Whole-Genome Sequencing = WGS) předsta
vuje moderní přístup v analýze sekvencí celých organismů[6]. Tato metoda se stala 
klíčovým nástrojem v obasti bakteriální genomiky a umožňuje detailní studium ge
netických vlastností bakteriálních kmenů[6]. 

Původní Sangerovo sekvenování [27] bylo velmi nákladné a časově náročné. To 
vedlo ke vzniku nových sekvenačních technologií, označovaných jako sekvenování 
nové generace (angl. Next Generation Sequencing = NGS), a sekvenování třetí ge
nerace (angl. Third Generation Sequencing = 3GS), které je založené na sekveno
vání jediné molekuly D N A [28], [29], [30]. Tyto technologie přinesly zásadní zlom 
ve WGS, jelikož systémy NGS jsou rychlejší, cenově dostupnější a umožňují sekve
nování bakteriálních genomů během jediného dne [6]. 

Celogenomové sekvenování poskytuje obrovské množství dat. Díky tomu mají 
typizační metody založené na WGS vysokou diskriminační schopnost [31]. Metody 
typizace založené na WGS se staly žádanými technikami v mnoha aplikacích, včetně 
predikce fenotypu, genomických studií nebo vývoje vakcín [6]. 

WGS data tvoří technologický základ pro různé metody typizace. Příkladem 
je jednolokusová sekvenční typizace (angl. Sigle Locus Sequencs Typing = SLST), 
multilokusová sekvenční typizace (angl. Multi Locus Sequence Typing = MLST) , 
M L S T jádra genomu (angl. core genome = cgMLST), M L S T celého genomu (angl. 
whole genome = wgMLST) a detekce jednonukleotidových polymorfismů (angl. Sin
gle Nucleotide Polymorphism = SNP), s různou mírou rozlišení [6]. 

Multilokusová sekvenční typizace 

Multilokusová sekvenční typizace je jednou z nej populárnějších genotypových metod 
pro charakterizaci bakteriálních kmenů. Tato technika se zaměřuje na sekvenování 
souboru fragmentů D N A o délce přibližně 400 - 600 bp [6]. Počet zkoumaných lokusů 
závisí na konkrétním výzkumu, ale obvykle se používá sedm lokusů [6], [3]. 

Pro dosažení dostatečného rozlišení mezi blízce příbuznými bakteriemi byla vyvi
nuta schémata M L S T [35], [36] pro bakterie patřící do stejného rodu (nebo dokonce i 
druhu) [37]. Schémata umožňují srovnání genotypů s referenčními databázemi, které 
jsou snadno dostupné prostřednictvím internetu, což umožňuje rychlé a efektivní 
srovnání alelických profilů mnoha kmenů [38] . 

V rámci M L S T je prvním krokem použití P C R k amplifikaci vnitřních seg
mentů genů z chromozomální D N A pomocí párů primerů uvedených na webových 
stránkách [6], [39]. Získané fragmenty jsou následně sekvenovány v obou směrech. 
Poté jsou sekvence porovnány s existujícími alelami na daném lokusu, a každému 
lokusu je přiřazeno číslo odpovídající specifické alele [6], [39]. 
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Sekvenování více lokusů přináší M L S T výhodu vyšší diskriminační schopnosti a po
skytuje významný obraz ohledně skutečné evoluční historie kmene, čehož není možné 
dosáhnout při použití jediného lokusu [6], [40]. Nicméně, M L S T má také několik ne
výhod. Alelám jsou přiřazena čísla, která nemusí plně odpovídat skutečné genové 
sekvenci [3]. To činí fylogenetickou analýzu méně spolehlivou. Kromě toho použí
vání vysoce konzervovaných genů v M L S T někdy nepostačuje k detekci variability 
u blízce příbuzných kmenů. Navíc, sekvenování sedmi lokusů je časově náročné a 
finančně nákladné [3], [6]. 

Bakteriální typizace analýzou jednonukleotidových polymorfismů 

Analýza jednonukleotidových polymorfismů rozlišuje bakteriální izoláty na základě 
mutací na konkrétních místech v jejich genomu. Analýza SNP identifikuje jed
notlivé izoláty a určuje jejich vzájemnou příbuznost [6]. Výsledky analýzy závisí 
na typu a poloze změn nukleotidů v genomu. Mohou vznikat tzv. synonymním mu
tace, kdy dojde k mutaci, ale aminokyselina se nemění, nebo mohou vznikat nesy-
nonymní mutace, při kterých se mění aminokyselinová sekvence [41]. Zejména syno-
nymní mutace jsou využívány k určení evolučního původu mikroorganismů a k iden
tifikaci izolátů, které jsou si vzájemné blízce příbuzné [41]. Příbuznost kmenů lze 
objasnit zkoumáním více SNP [41]. 

Analýza SNP porovnávává izoláty s jedním referenčním genomem, což umožňuje 
identifikaci jednonukleotidových mutací. V této analýze je důležité, aby byl refe
renční genom úzce spojen s genomy zkoumaných izolátů, což zajišťuje spolehlivost 
identifikace fylogenetický relevantních SNP. Jinak by hrozilo podhodnocení výskytu 
SNP v důsledku rozdílů mezi izolátem a zvoleným referenčním genomem [42], [43]. 
Samotný proces identifikace SNP se skládá ze dvou hlavních kroků. Prvním kro
kem je mapování surových sekvencí na referenční genom. Následně je provedena 
identifikace SNP s využitím přísných kritérií, která minimalizují riziko chybných 
zarovnání nebo chyb v procesu sekvenování [6], [44], [45]. 
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2 Metody analýzy genomických dat 

Analýza genomických dat je stěžejní pro pochopení genetických mechanismů a funkč
ních a evolučních vztahů. S rostoucím množstvím dat byly postupně vyvinuty algo
ritmy, které umožňují rychlejší a efektivnější práci s objemnými genomickými daty. 
Kapitola přináší přehled algoritmů, které jsou na pozadí bioinformatických nástrojů 
pro účely bakteriální typizace. 

2.1 Hladový algoritmus 

Hladový algoritmus hraje v bioinformatice a genomice významnou roli, jelikož rychle 
vyhledává a analyzuje biologické sekvence s ohledem na jejich podobnost [46]. Hla
dový algoritmus postupně vybírá nej lepší řešení v daný okamžik, aniž by bral v 
úvahu budoucí důsledky [47]. V bioinformatice se tento přístup používá k rychlému 
vyhledávání podobných sekvencí v rozsáhlých genomických databázích [48]. 

Hladový algoritmus neprovádí komplexní zarovnání sekvencí, ale pracuje s krát
kými úseky sekvencí nebo-li semínky. Semínka představují krátké úseky sekvencí, které 
slouží jako počáteční body pro vyhledávání podobností [49]. Tento přístup umožňuje 
analýzu velkých datových sad a identifikaci homologních sekvencí [48], což je důležité 
např. pro vyhledávání genů [50], identifikaci kódovaných proteinů [51] a nebo analýzu 
evolučních vztahů [46]. 

2.2 Heuristické vyhledávání podobných sekvencí 

Heuristika hraje v bioinformatice klíčovou roli při analýze genomických dat, zejména 
při vyhledávání podobných sekvencí [52]. Heuristický přístup zahrnuje použití růz
ných zjednodušených strategií a triků, které umožňují rychlejší a efektivnější analýzu 
biologických dat, aniž by byla prováděna výpočetně náročná zarovnání sekvencí [52]. 

Heuristické přístupy často pracují např. s principy filtrace nízké podobnosti [53], 
použitím semínek [54] a hledáním lokálních shod [55]. Filtrace nízké podobnosti 
eliminuje sekvence s nízkou pravděpodobností relevantní podobnosti. Semínka před
stavují krátké úseky sekvencí, které slouží jako počáteční body pro vyhlednávání 
shod [54]. Často se také heuristické přístupy zaměřují na hledání lokálních shod, což 
je důležité pro identifikaci funkcí nebo vzorů [55]. 
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2.3 Skrytý Markovovův model 

Skrytý Markovův model (angl. Hidden Markov Model = H M M ) představuje so-
fostikovaný matematický model, který má široké využití v oblasti analýzy geno-
mických dat [56]. Jedná se o pravděpodobnostní model umožňující generování sek
vencí a identifikaci vzorů v sekvencích. V bioinformatice zaujímá H M M zásadní 
postavení, zejména díky své schopnosti pracovat s pravděpodobnostními stavy [57]. 

H M M se skládá z konečného počtu stavů, kde každý stav reprezentuje určitý 
biologický kontext nebo vzor. Tyto stavy jsou spojeny přechody s pravděpodob
nostmi, což určuje možný vývoj v analýze sekvencí [57]. Každý stav H M M může 
emitovat pozorování, což jsou konkrétní hodnoty nebo znaky v sekvenci. Tato emi
tovaná pozorování jsou spojena s pravděpodobnostmi pro každý stav. Ovšem některé 
stavy mohou být skryté, což odráží realitu v biologických datech, kde taky nejsou 
všechny informace zřejmé [56]. 

H M M nachází uplatnění např. při vícenásobném zarovnání sekvencí [57]. Oproti 
tradičním metodám vícenásobného zarovnání poskytují metody vícenásobného za
rovnání založené na H M M mnoho výhod. Tradiční metody vícenásobného zarovnání 
vyžadují znalost skórovacích parametrů. H M M mohou být trénovány na nezarovna-
ných sekvencích a poté můžou být použity k vytvoření vícenásobného zarovnání, což 
vede k eliminaci potřeby obtížně volených skórovacích parametrů [56]. Princip více
násobného zarovnání pomocí H M M je na obrázku 2.1. 

a)Zarovnané sekvence 

Seq 1 5' -*— T 
Seq2 5 '—*— T 
Seq 3 5' T 
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G 
C 
C 

A 
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b) HMM bez delecí a inzercí 

(Start) >{\ 
Mk Shoda 
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c) HMM s delecemi a inzercemi 
(Dk) Delece 

Obr. 2.1: Princip vícenásobného zarovnání pomocí H M M . Obrázek byl převzat a mo
difikován z [58]. 
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Další využití mají H M M například při rozpoznávání genů v D N A sekvencích [59]. 
Modely mohou identifikovat introny, exony nebo další funkční prvky v genomu. 
H M M lze také použít k provádění profilových analýz proteinových sekvencí nebo mů
žou predikovat sekundární struktury proteinů [60]. Také mohou být použity k ana
lýze evolučních vztahů mezi různými druhy [57]. 

2.4 Algoritmus mapování bez zarovnání 

Algoritmus mapování bez zarovnání (angl. Alignment-free mapping algorithm = 
A F M A ) představuje moderní přístup v oblasti bioinformatické analýzy genomických 
dat [61]. Tento algoritmus se liší od tradičních metod zarovnání sekvencí tím, že 
nevyžaduje přesné zarovnání celých sekvencí, ale spoléhá se na jiné charakteris
tiky a vlastnosti dat [62]. Tento algoritmus umožňuje rychlé mapování sekvencí 
na referenční genomy [61]. 

A F M A používá k zarovnání k-mery, což jsou krátké úseky o pevné délce [63]. 
Tato metoda umožňuje rychle a efektivně určit podobnost mezi sekvencemi na zá
kladě výskytu a četnosti k-merů. Četnosti k-merů jsou pak porovnány mezi sekven
cemi a referenčními genomy, což umožňuje určit, zda jsou sekvence podobné nebo od
lišné [61]. 

A F M A je důležitý nástroj v oblasti analýzy genomických dat a přispívá k rych
lému a efektivnímu mapování sekvencí a analýze podobnosti mezi biologickými 
daty [61]. Jeho využití v bioinformatických aplikacích přináší nové možnosti pro stu
dium genomických dat. 

2.5 Algoritmus minMLST 

Algoritmus minMLST, zobrazený na obrázku 2.2, představuje optimalizační algorit
mus založený na strojovém učení [64]. Hlavním úkolem minMLST je minimalizace 
počtu genů ve schématech cgMLST pomocí identifikace informativních genů a ana
lýzy kompromisu mezi redukcí počtu genů a výkonnostní typizací [64]. Schémata 
cgMLST představují specifické soubory genů, které jsou využívány pro bakteriální 
typizaci. Tyto soubory obsahují lokusy, které jsou považovány za jaderný genom 
dané skupiny mikroorganismů. 

Identifikace informativních genů je založena na algoritmu XGBoost. XGBoost 
představuje soubor klasifikačních a regresních stromů, které postupně zlepšují chyby 
předchozích klasifikátorů. K vyhodnocení důležitosti genů se používají různé po
dobnostní metriky, např. SHAP hodnoty (angl. Shapley Additive explanations = 
SHAP), váha, pokrytí nebo zisk. Váha udává, kolikrát je gen použit k rozdělení 
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dat v průběhu tvorby rozhodovacích stromů. Zisk vyjadřuje průměrnou nebo celko
vou účinnost daného genu při snižování chybovosti modelu. Pro porovnání hodnot 
důležitosti genů je pak využit Pearsonův a Spearmanův korelační koeficient a upra
vený náhodný index (angl. Adjusted Rand Index = ARI) . M i n M L S T tedy kom
binuje algoritmy strojového učení s podobnostními metrikami za účelem efektivní 
analýzy a optimalizace schémat cgMLST. [64] 

a) 

s1 

s -

geny CT b) XGBoost C) Důležitost genů 

íovací tré nov 

validační 

d) e) 

Hierarchické shlukování 

ffllíl Iflllí redukce genů 

FTL 1218 18.7 

FTL_0129 9,9 

FTL 0 4 » 9,2 

FTL 1403 8.8 

FTL_0844 0 

FTL 1067 0 

Evaluace 

CT CT' 

ARI 

p.v. 

Obr. 2.2: Postup metody minMLST. (a) Filtrování typů shluků s jedním izolátem 
z původního schématu cgMLST a následné rozdělení izolátů na trénovací a validační 
množinu, (b) Trénování klasifikátoru XGBoost, dokud není dosaženo minimální ztrá
tové funkce, (c) Kvantifikace důležitosti genu v natrénovaném modelu XGBoost po
mocí zvolené míry (SHAP, váha, přírůstek). Iterativní opakování kroků (d) a (e) pro 
snížený počet nej důležitějších genů: (d) provedení typizace kmenů všech izolátů ve 
schématu pomocí hierarchického shlukování založeného na vzdálenosti, (e) Vyhodno
cení výkonnosti typizace použitím testu významnosti na upravený ARI , porovnání 
typů vyvolaných minMLST a základních referenčních typů shluků předdefinovaných 
v původním schématu cgMLST. Obrázek byl převzat a modifikován z [64]. 
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3 Sbírka bakteriálních genomů 

Testování vytvořeného nástroje, jako jednoho z hlavních cílů této diplomové práce, 
bylo provedeno na sbírce VÚVeL. Tato sbírka obsahuje celkem 452 bakteriálních 
izolátů [70], [71], [72], z nichž 398 pochází z caeca kuru domácího a 54 z prasečího 
trusu. Izoláty představují zástupce 8 různých kmenů, což nám poskytuje komplexní 
pohled na mikrobiom tohoto prostředí. Každý z těchto izolátů byl podroben sek-
venaci a následně byla provedena analýza genomického obsahu a taxonomického 
zařazení [71]. 

3.1 Metodika přípravy a uchování bakteriálních izo

látů 

Přípravu 133 bakteriálních izolátů z kuřecích slepých střev popisuje studie Medvec-
kého a kol. [71]. Stejným způsobem byly připraveny i zbývající izoláty, které byly 
doplněny do sbírky VÚVeLu později, jak popisují studie [70], [72]. Slepá střeva kuru 
domácího pocházela od náhodně vybraných kohoutů a slepic ve věku od 4 do 40 
týdnů. 

Vzorky byly sériově zředěny v předpřipraveném redukovaném P R A S dilučním 
roztoku a naneseny na Wilkins-Chalgrenův anaerobní agar (WCHA) doplněný 30 % 
bachorové tekutiny. Bachorová tekutina byla krávám odebrána orální sondou a ná
sledně byla přefiltrována přes bavlněnou tkaninu, odstředěna při 8000 g po dobu 30 
minut a sterilizovaná filtrací přes filtr s velikostí pórů 0,22 fim. [71] 

Po pětidenní inkubaci při 37 °C bylo z každé agarové plotny odebráno přibližně 
10 dobře oddělených kolonií různé morfologie, které byly přečištěny subkultivací 
na W C H A [71]. Všechny izoláty byly uchovány při -80 °C v redukovaném P R A S di
lučním roztoku obsahujícím glycerol o koncentraci 20 % a stejný objem ovčí krve [71]. 

Izolovaná D N A byla přečištěna pomocí DNeasy Blood & Tissue Ki t (Quiagen). 
Sekvenační knihovna byla připravena z 1 ng genomové D N A bez R N A pomocí sady 
Nextera X T D N A Sample Preparation Kit (Illumina) [71]. Sekvenování celého ge-
nomu bylo provedeno pomocí platformy NextSeq 500 v režimu párových čtení (2 
x 150 bp) za použití kitu NextSeq 500/550 High Output Ki t v2 (Illumina) [71]. 
Surová sekvenační data byla ořezána nátrojem Trimmomatic [73] a ořezaná párová 
čtení byla sestavena pomocí de novo assembleru IDBA-UD vl.1.1 [74]. 
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3.2 Předzpracovaná taxonomická identifikace a funkční 

analýza bakteriálních izolátů 

Bakteriální druhy byly definovány na základě porovnání celých sekvencí 16S rRNA 
pomocí nástroje B L A S T se záznamy uloženými v databázi sekvencí 16S rRNA NCBI . 
Jednotlivé druhy byly identifikovány na základě nejnižší e-hodnoty [71] . Ze 133 
izolátů byla pro 15 izolátů podobnost s jinou sekvencí nižší než 94 %, což může 
naznačovat možnost nových druhů [71]. Všechny sekvence 16S rRNA byly porovnány 
také s databází R D P SeqMatch, což umožnilo alternativní taxonomii včetně zařazení 
jednotlivých izolátů do vyšších taxonomických jednotek [71]. 

Kromě toho byly k ověření taxonomické klasifikace použity databáze multiloku-
sové sekvenční typizace ribozomálních proteinů (rMLST) [75] a databáze G T D B pro 
identifikaci organismů [71] . Predikce genů a funkční anotace byly provedeny pomocí 
nástroje R A S T [76]. Sestavené a anotované genomy i surová sekvenační data jsou 
uložena na NCBI pod přístupovým číslem PRJNA377666 [71]. 

3.3 Vlastní fylogenetická analýza 

Za účelem hlubšího porozumnění rozmanitosti testované databáze byla provedena 
fylogenetická analýza. Pomocí nástroje U B C G v3.0 [77] byl vytvořen fylogenetický 
strom všech 452 bakteriálních izolátů. Fylogenetický strom byl následně graficky 
upraven pomocí interaktivního nástroje iTOL (angl. interactive tree of life), s cí
lem diferencovat bakterie na základě jejich příslušnosti k danému kmenu. Výsledný 
fylogenetický strom je zobrazen na obrázku 3.1. 

Na základě fylogenetické analýzy bylo ověřeno, že testovací dataset obsahuje bak
terie z 8 různých kmenů - Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, 
Verrucomicrobia, Elusimicrobia, Synergistetes a Fusobacteria. Firmicutes a Bacte-
roides představují dominantní kmeny mikrobiomu [79], [80]. Firmicutes patří mezi 
gram pozitivní bakterie [81], zatím co Bacteroides se řadí mezi gram negativní bakte
rie [82]. Oba kmeny se podílí na štěpení polysacharidu a regulaci energetické bilance. 

Actinobacteria patří mezi gram pozitivní bakterie [83]. Tyto bakterie jsou vý
znamným producentem antibiotik, enzymů, signálních molekul a imunomolekul [84]. 
Mohou tak ovlivňovat celkovou imunitní odpověď hostitele. 

Proteobacteria, Verrumicrobiota, Elusimicrobiota, Synergistetes a Fusobacteria 
jsou gram negativní bakterie [82], [85]. Proteobacteria reagují na různé stresové pod
něty a často bývají spojovány se zánětlivými onemocněními [87]. Verrumicrobiota 
se podílí na udržení slizniční integrity [88]. Elusimicrobiota se pravděpodobně podílí 
na fermentaci a rozkladu organických látek [89]. Synergistetes působí protizánětlivě 
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a udržují homeostázu a rovnováhu mikrobiomu [90]. Zvýšený výskyt Fusobacterií 
indikuje žaludeční onemocnění (např. žaludeční vředy) [91]. 

Tree scale: 1 

I I Firmicutes 

Actionobacteria 

|~J Verrumicrobiota 

P | Elusimicrobiota 

~| Proteobacteria 

I Synergistes 

~| Fusobacteria 

Obr. 3.1: Fylogenetický strom 452 sekvenovaných genomů získaných ze slepých střev 
kuru domácího a prasečího trusu. Modrou barvou jsou znázorněny bakterie z rodu 
Firmicutes (245 genomů), fialovou barvou jsou bakterie z rodu Bacteroidetes (113 
genomů), zelenou barvou jsou bakterie z kmene Actinobacteria (65 genomů), žlutou 
barvou je kmen Verrumicrobiota (1 genom), červenou barvou Elusimicrobiota (1 gé
nom), oranžovou jsou bakterie z kmene Proteobacteria (19 genomů), hnědou barvou 
je znázorněn kmen Synergistes (1 genom) a růžovou barvou je kmen Fusobacteria 
(7 genomů). Z fylogenetického stromu můžeme pozorovat, že Firmicutes a Bactero-
ides jsou dominantními kmeny mikrobiomu. 
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4 Dostupné nástroje pro bakteriální typizaci 

Softwarové nástroje hrají v bakteriální typizaci klíčovou roli, jelikož umožňují iden
tifikaci, charakterizaci a srovnání bakteriálních organismů na genetické úrovni. Tato 
kapitola představuje několik významných nástrojů, které jsou široce využívány v rámci 
bakteriální typizace. Mezi tyto nástroje patří B L A S T , Cd-hit, Barrnap, FastANI 
a B L A T . Všechny nástroje, byly následně použity při tvorbě nového nástroje Bac
terial Explorer. 

B L A S T (Basic Local Alignment Search Tool) [92] slouží k vyhledávání lokálních 
podobností mezi proteinovými nebo nukleotidovými sekvencemi [93]. Tento nástroj 
je "vládním dílem Spojených států amerických" a na jeho používání se nevztahují 
žádná omezení [94]. Od svého vzniku prošel B L A S T velkým vývojem. Zpočátku 
byl určený pro analýzu proteinových sekvencí, ale později byl rozšířen o možnost 
porovnávání nukleotidových sekvencí [92]. 

Hlavním úkolem BLASTu je porovnání vstupní sekvence (nukleotidů nebo pro
teinů) s referenční databází. V našem případě se jedná o poskytnutou databázi 
VÚVeLu. Toto porovnání je založeno na heuristickém porovnání podobných sek
vencí (více výše v kapitole 2.2). [92] 

Pro nukleotidové sekvence vyžaduje B L A S T přesnou shodu mezi úseky, zatímco 
pro proteinové sekvence používá skóre shody, které je stanoveno pomocí substituční 
matice [93]. K identifikaci shod používá B L A S T také definovanou prahovou hod
notu [93], [95]. Jestliže je nalezena shoda, pak B L A S T prodlužuje zarovnání v obou 
směrech od nalezené shody, pokud se skóre nadále zvyšuje, nebo dokud neklesne 
o kritickou hodnotu kvůli negativnímu skóre způsobenému neshodami [93], [95], [96]. 

Výstupem B L A S T u jsou zarovnané sekvence, které ukazují míru podobnosti mezi 
vstupními a databázovými sekvencemi. Kromě zarovnání poskytuje B L A S T také e-
hodnotu, která udává, kolikrát bychom náhodně očekávali podobné zarovnání vzhle
dem k velikosti databáze [93]. E-hodnota je vypočítána podle vzorce: 

kde n vyjadřuje celkový počet zbytků (aminokyselin nebo nukleových kyselin), m je 
délka detekované sekvence a S' je bitové skóre. Nižší e-hodnota značí větší význam
nost nálezu. [93] 

V kontextu bakteriální typizace se nástroj B L A S T používá k identifikaci nebo cha
rakterizaci konkrétních genů nebo sekvencí v bakteriálním genomu [97]. Například 

4.1 BLAST 
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může být použit k porovnání určitého genomového fragmentu bakterie s databází 
genomových sekvencí, což umožňuje určit, zda daný fragment patří k určitému druhu 
nebo kmenu bakterie [97]. B L A S T může být také využit jako součást analýzy M L S T 
dat [98]. 

4.2 Cd-hit 

Nástroj Cd-hit je distribuován pod licencí G N U General Public License V2.0 1. Cd-hit 
slouží ke shlukování a porovnání proteinových nebo nukleotidových sekvencí. Díky 
filtrování krátkých slov dokáže rychle a efektivně pracovat s rozsáhlými databázemi. 
Původní verze Cd-hitu byla představena v roce 2001 [100]. Od té doby prošel nástroj 
několika transformacemi. Dnes existuje několik variant tohoto nástroje, např. Cd-
hit-est, Cd-hit-2D a Cd-hit-2D-est [101]. 

Původní verze Cd-hitu umožňuje shlukování proteinových databází, zatímco Cd-
hit-est je navržen pro shlukování D N A / R N A databází [101]. Obě verze pracují 
na principu hladové algoritmu (více výše v kapitole 2.1) přírůstkového shlukování. 
Průběh shlukování začíná seřazením sekvencí sestupně podle délky. Nej delší sekvence 
se stává zástupcem prvního shluku. Následně jsou zbývající sekvence porovnány 
s existujícími zástupci shluků. Pokud jakákoli sekvence prokáže dostatečnou podob
nost s některým z existujících zástupců, pak je začleněna do tohoto shluku [101]. 
Pokud podobnost nepřesáhne stanovenou prahovou hodnotu, vytvoří se nový shluk 
s touto sekvencí jako zástupcem. Během těchto porovnání sekvencí je také použito 
filtrování krátkých slov, pomocí kterého je ověřeno, zda podobnost dosahuje poža
dované hodnoty pro shlukování [101]. Pokud toto není splněno, dochází k provedení 
skutečného zarovnání sekvencí. 

V rámci bakteriální typizace je nástroj Cd-hit často používán pro analýzu bak
teriálních genomů. Pomáhá seskupit podobné sekvence do kmenů nebo druhů, což 
umožňuje rozdělit neznámý dataset do relevantních skupin. Následně lze identifi
kovat podobné druhy nebo kmeny bakterií v souboru sekvencí a provádět analýzy 
zaměřené na genetickou rozmanitost mezi různými kmeny. Cd-hit používá např. ná
stroj Mge-cluster [102]. 

1 G N U Genera l P u b l i c License v2.0 u m o ž ň u j e u ž i v a t e l ů m s v o b o d n ě p o u ž í v a t , m ě n i t a d is t r ibu

ovat software za p o d m í n k y , že v š e c h n y o d v o z e n é p r á c e z ů s t a n o u t a k é p o d touto l icencí . [99] 
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4.3 Barrnap 

Nástroj Barrnap je distribuován pod licencí G N U General Public License v3.0 2 . 
Barrnap (Bacterial ribosomal rRNA predictor) je bioinformatický nástroj používaný 
pro detekci a anotaci ribozomálních R N A (rRNA) genů v genomických sekvencích 
bakterií [104]. Tento nástroj je založen na efektivním využití skrytých H M M (více 
výše v kapitole 2.3), které byly trénovány na známých sekvencích r R N A [104]. 

Rozpoznání rRNA genů v genomických datech hraje klíčovou roli v bakteriální 
typizaci a mikrobiologickém výzkumu. Bakterie jsou charakterizovány specifickými 
sekvencemi rRNA, které mohou různými způsoby rozlišovat jednotlivé bakteriální 
kmeny. Barrnap umožňuje rychlou a přesnou identifikace těchto genů v různých 
typech genomických dat. [105], [106], [107]. 

Při bakteriální typizaci se tento nástroj používá také pro ověření kvality genomic
kých dat [108]. Výskyt rRNA značí dobrou kvalitu dat. Ověření přítomnosti rRNA 
se proto používá ke stanovení kvality genomických dat [109]. 

4.4 FastANI 

Nástroj FastANI je distribuován pod licencí Apache License 2.03. FastANI je bioin
formatický nástroj, který slouží k porovnání a srovnání bakteriálních genomů na zá
kladě průměrné nukleotidové identity (ANI) [111]. Nukleotidová identita předsta
vuje klíčový parametr pro hodnocení podobnosti mezi bakteriálními genomy a hraje 
významnou roli v analýze bakteriální diverzity, klasifikaci a taxonimii [111], [112]. 
Průměrná nukleotidová identita je popsána vzorcem: 

J^J^J Y l , b b h { w o c e - n ^ 0 identity * délka zarovnáni) 
^ ~ délka BBH genů 

kde BBH označuje obousměrně nejlepší shody (ang. bidirectional best hits = BBH) . 
Základní postup algoritmu FastANI se řídí postupem, který popsali Goris et 

al [113]. Pro odhad identity zarovnání používá FastANI Mishmap, který je založený 
na MinHash [111]. Přesnost tohoto nástroje je na stejné úrovni jako výpočet ANI 
pomocí nástroje B L A S T [111], ale oproti BLASTu dosahuje FastANI dvou až tří-
řádového zrychlení díky algoritmu A F M A (více výše v kapitole 2.4). Proto je tento 
nástroj ideální pro analýzu velkých souborů bakteriálních genomů. 

2 G N U Genera l P u b l i c License v3.0 u m o ž ň u j e u ž i v a t e l ů m s v o b o d n ě p o u ž í v a t , m ě n i t a d is t r ibu

ovat software, z a t í m c o c h r á n í komun i tu p ř e d p r á v n í m i p r o b l é m y souvise j íc ími s patenty a u z a v ř e 

n ý m i sy s t émy . [103] 
3 A p a c h e License 2.0 u m o ž ň u j e u ž i v a t e l ů m s v o b o d n ě p o u ž í v a t , m ě n i t a dis tr ibuovat software. 

Ta to licence n e v y ž a d u j e , aby o d v o z e n é p r á c e by ly d i s t r i b u o v á n y p o d stejnou l icencí . [110] 
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FastANI hraje v bakteriální typizaci klíčovou roli, jelikož umí identifikovat bak
teriální druhy, kmeny a izoláty. Tento nástroj dokáže určit, zda dvě nukleotidové sek
vence patří ke stejnému druhu nebo kmenu a usnadňuje zkoumání vztahů mezi růz
nými bakteriálmními organismy [114], [115]. 

4.5 BLAT 

Nástroj B L A T (BLAST-Like Alignment Tool) umožňuje zarovnání m R N A / D N A a pro
teinů napříč druhy [117]. Tento nástroj je dostupný pro osobní, akademické a ne
ziskové použití pod specifickou licencí 4. 

V porovnání s ostatními nástroji by měl být B L A T přesnější a až 500 krát rych
lejší než stávající nástroje pro zarovnání m R N A / D N A . Rychlost B L A T U je dána 
indexem všech nepřekrývajících se k-merů v genomu. [117] 

Nástroj B L A T zahrnuje čtyři hlavní fáze. V první fázi používá index k vyhledá
vání oblastí genomu, které jsou pravděpodobně homologní s dotazovanou sekvencí. 
Ve druhé fázi dochází k zarovnání homologních sekvencí. Zarovnané oblasti (často 
exony) jsou potom spojeny do větších celků (obvykle genů). Nakonec B L A T projde 
znovu malé vnitřní exony, které byly v první fázi přehlédnuty a pokud je to možné, 
upraví hranice velkých mezer, které mají kanonická místa sesřihu. [117] 

4 L i c e n c e B L A T u u m o ž ň u j e o sobn í , a k a d e m i c k é a nez iskové p o u ž i t í zdarma. K o m e r č n í už iva

te lé m a j í l icenci pouze pro obsah a d r e s á ř ů l ib a inc. P r o p ř í s t u p da l š í ch m o d l u m u s í kontaktovat 

j im_kent@pacbel l .ne t . [116] 
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5 Bacterial Explorer 

Bacterial Explorer je automatický softwarový nástroj, který slouží k detekci no
vých, dosud neobjevených bakterií. Nástroj je propojený s online databízí VÚVeLu a je 
dostupný na adrese b las t .vuve l .eu :5000/ log in . Celý vývoj nástroje byl konzul
tován s odborníky z VÚVeLu. Nástroj byl vytvořen v souladu s požadavky budoucích 
uživatelů. V rámci této kapitoli je popsán backend, frontend a testování nástroje. 

5.1 Backend aplikace 

Backend nástroje Bacterial Explorer představuje neviditelnou, avšak zásadní část 
nástroje, která poskytuje základní podporu a funkcionalitu. Hlavní úlohou backendu 
je zpracování dat, komunikace s databází a zajištění běhu nástroje jako celku. Struk
tura backendu nástroje Bacterial Explorer je popsána na obrázku 5.1. 

M y 

cíocker 

Flask • 

jjy pipelíne.sh 
4 

> 

• 

^ Python skripty 

Obr. 5.1: Znázornění struktury backendu nástroje Bacterial Explorer. Celý nástroj, 
vytvořený pomocí frameworku Flask, je uložen v docker kontejneru, který je propo
jený s MySQL databází uživatelů. MySQL databáze je na stejném servru, jako je 
Docker kontejner. 

Pro vytvoření backendu nástroje Bacterial Explorer byl použit framework Flask [118], 
který umožňuje rychlý a efektivní vývoj online webových nástrojů v Pythonu. Nej-
podstatnější část backendu představuje bash skript "pipeline.sh", který řídí celý 
proces zpracování vstupních dat pomocí bioinformatických nástrojů Barrnap [104], 
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Cd-hit [100], FastANI [111], B L A T [117] a B L A S T [92]. Celý nástroj je zabalen 
do Docker kontejneru, což zajišťuje snadné a konzistentní spouštění nástroje v růz
ných prostředích. Díky tomu je Bacterial Explorer snadno škálovatelný a přenosný. 
Přes Docker kontejner probíhá také komunikace s MySQL databází pomocí rozhraní 
MySQLdb pro Python. Jednotlivé komponenty backendu jsou popsány v následují
cích podkapitolách. 

5.1.1 Implementace nástroje pomocí Flask 

Backend nástroje je vytvořen pomocí frameworku Flask [118]. Flask je mikrofra-
mework vytvořený v Pythonu, který umožňuje dynamické generování H T M L strá
nek. Tento framework obsahuje pouze základní funkce, což umožňuje vývojářům 
přidávat funkce podle potřeby v průběhu implementace. Základem Fiasku je od
lehčená verze WSGI (Web Server Gateway Interface) [119] a dvě knihovny - Werk-
zeug a Jinja. Pro lokální vývoj a simulaci H T T P požadavků poskytuje Flask vlák
nový WSGI server. Kromě backendu lze Flask použít také pro frontend. [120] 

Flask neobsahuje žádnou abstrakční vrstvu pro databázi, ani žádné druhy vali-
dace či zabezpečení, což umožňuje implementátorovi plnou flexibilitu při doplňování 
požadavků. [120] Proces generování H T M L stránky pomocí frameworku Flask, je 
znázorněn na obrázku 5.2. 

Webserver Python 
FLASK 

Databáze 

-S 5 

4L 4L 4L 4L w> W W> Klienti 

Obr. 5.2: Znázornění procesu generování H T M L stránky pomocí frameworku Flask. 
Uživatel zadá do vyhledávače H T M L adresu, čímž pošle požadavek na server. Ser
ver zavolá Flask, který zpracuje požadavek, připojí se k databázi a na základě dat 
vygeneruje novou H T M L stránku. Hotová stránka je pak zaslána klientovi, kterému 
se zobrazí statická H T M L stránka. Obrázek byl převzat a modifikován z [121]. 
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5.1.2 Nasazení nástroje pomocí Docker kontejneru 

Pro snadnější nasazení na server byl Bacterial Explorer zabalen do Docker kon
tejneru. Docker [122] je virtualizační nástroj, který usnadňuje vytváření, nasazo
vání a spouštění aplikací. Kontejnerizace je provedena prostřednictvím Dockerfi-
les, což jsou skripty obsahující veškeré informace potřebné k vyvtvoření a spuštění 
kontejneru. Během procesu kontejnerizace jsou do kontejneru nainstalovány a pře
kopírovány všechny potřebné knihovny, nástroje a soubory, které aplikace vyža-

Oproti jiným formám virtualizace je Docker kontejner rychlejší a kompaktnější, je
likož obsahuje pouze data, která aplikace skutečně potřebuje. Kontejnery využívají 
jako hostitelské prostředí již běžící operační systém. Pouze se spouštějí v prosto
rech, které jsou izolovány od sebe navzájem a od určitých oblastí hostitelského ope
račního systému. Díky tomu není potřeba spouštět a vypínat celý operační systém, 
ale stačí pouze ukončit procesy běžící uvnitř kontejneru. [122] 

5.1.3 Databáze uživatelů 

Než se uživatel dostane k samotnému nástroji Bacterial Explorer, musí se zaregistro
vat a následně přihlásit. Implementace databáze uživatelů byla provedena na základě 
bezpečnostních směrnic IT oddělení VÚVeLu, aby bylo jasné, kdo aplikaci používá. 

Databáze uživatelů Bacterial Exploreru je realizována prostřednictvím databáze 
MySQL [124]. Údaje o uživatelích (jméno, e-mail, heslo) jsou uloženy v tabulce 
"Users". Každému novému uživateli je taky automaticky přiřazeno identifikační 
číslo a čas, kdy byla registrace provedena. Schéma tabulky "Users" je znázorněno 
na obrázku 5.3. 

duje. [123] 

userid (? integer 

name va rchar 

email va rchar 

password varbinary 

created_at t imestamp 

Obr. 5.3: Schéma tabulky "Users" z databáze nástroje Bacterial Explorer. 
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5.1.4 Pipeline Bacterial Explorern 

Jádro nástroje Bacterial Explorer představuje bash skript, který je pojmenovaný 
"pipeline.sh" a dostupný na ht tps: / / g i t hub . com/JulNej ez /Bac te r i a l -Exp lo re r . 
V rámci tohoto bash skriptu jsou implementovány dva bioinformatické postupy 
pro odhalování nových bakterií. Obě metody jsou podrobněji popsány níže. 

Metoda 1 

První metoda je založena na porovnání 16S rRNA. Schéma metody 1 je znázorněno 
na obrázku 5.4. 

DATABÁZE 

.fosta 

N E Z N Á M Á BAKTERIE 

.fosta 

• 

cd-hit_output.clstr 

RNA_references. fasta 

VSTUPNÍ SOUBORY 

VÝSTUPNÍ SOUBORY/SLOŽKY 

BIOINFORMATICKÉ NÁSTROJE 

FUNKCE VYTVOŘENÉ V PYTHONU 

blat_output.blast 

blast_output.txt output_terminal.txt 

CD_HIT_ANALYSIS 

BLAT_ANALYSIS 

BLAST_ANALYSIS 

BACTERIALEXPLORER.ZIP 

VSTUPNÍ 

SOUBORY 

DETEKCE 

16S rRNA 

BAKTERIÁLNÍ 

IDENTIFIKACE 

ANALÝZA 

VÝSTUPU 

PRŮNIK A SJEDNOCENÍ 

VÝSLEDKU 

VÝSTUPNÍ 

SOUBORY 

VSTUPNÍ 

SOUBORY 

DETEKCE 

16S rRNA 

BAKTERIÁLNÍ 

IDENTIFIKACE 

ANALÝZA 

VÝSTUPU 

PRŮNIK A SJEDNOCENÍ 

VÝSLEDKU 

VÝSTUPNÍ 

SOUBORY 

Obr. 5.4: Schéma Bacterial Exploreru při volbě metody založené na 166S rRNA. 

Vstupem této metody je fasta soubor s neznámou bakterií a databáze refereč-
ních bakterií. Referenční bakterie jsou uloženy ve fasta formátu, přičemž jeden fasta 
soubor představuje právě jednu bakterii. Název fasta souboru s referenční bakte
rií musí obsahovat stejné označení, jako obsahuje hlavička fasta souboru. Napří
klad je-li hlavička fasta souboru ">ET39 s c a f f o l d p a k je název souboru "Ab-
siella dolichum ET39.fasta" 

Tuto metodu lze rozdělit do čtyř hlavních fází. První fází je detekce 16S rRNA 
jak v neznámé bakterii, tak i v referenčních bakteriích. Ve druhé fázi je provedena 
bakteriální identifikace pomocí bioinformatických nástrojů. Následně jsou analyzo
vány výstupní soubory z těchto nástrojů a na závěr je proveden průnik a sjednocení 
výsledků. 

Detekce 16S rRNA je provedena pomocí nástroje Barrnap [104]. Podrobné nasta
vení jednotlivých parametrů Barrnapu je popsáno v tabulce 5.1. Pro Barrnap jsou 
klíčové parametry "kingdom" "evalue" a "lencutoff". Parametr "kingdom" definuje 
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skupinu organismů, která bude podrobena analýze. V tomto případě je skupina 
nastavena na bakterie. Parametr "evalue" určuje minimální e-hodotu, kterou musí 
nalezené shody překročit, aby byly považovány za statisticky významné. Parametr 
"reject" určuje prah pro zamítnutí rRNA (tzn. shody rRNA, nižší než stanovená 
hodnota, nebudou zahrnuty do výsledků). 

Tab. 5.1: Nastavení parametrů nástroje Barrnap. 

N á z e v parametru Popis parametru Defaultní nastavení 
kingdom skupina organismů, která bude analyzována bac (=bakterie) 
evalue limit pro e-hodnotu l e " 6 

lencutoff 
poměr minimální délky predikované délky 

rRNA ku štandartní délce r R N A 
0.8 (=80%) 

reject hranice pro zamítnutí r R N A 0.25 (=25%) 

outseq 
název výstupního souboru, kam budou 

uloženy predikované sekvence 
rRNA_all .fasta/rRNA references_all.fasta 

threads počet použitých jader 6 

Výstupem Barrnapu jsou dva soubory, jeden soubor s predikovanou rRNA pro 
neznámou bakterii a druhý soubor s predikovanou rRNA pro referenční bakterie. 
Jelikož soubory neobsahují pouze 16S rRNA, ale veškerou rRNA, je pomocí příkazu 
v bash skriptu provedena filtrace výstupních souborů a do nových souborů je uložena 
pouze 16S rRNA. Soubory s 16S r R N A jsou pak vstupními soubory do nástrojů Cd-
hit [100], B L A T [117] a B L A S T [92]. 

Pomocí nástrojů Cd-hit, B L A S T a B L A T je pak porovnána 16S rRNA neznámé 
bakterie s 16S r R N A referenčních bakterií. Porovnání je provedeno jedním z těchto 
nástrojů nebo libovolnou kombinací těchto nástrojů podle toho, co si uživatel zvolí. V 
následujících tabulkách 5.2, 5.3, 5.4 jsou uvedeny nastavené parametry pro nástroje 
Cd-hit, B L A T a B L A S T . 

U nástroje Cd-hit je klíčový parametr "c", který určuje prahovou hodnotu pro 
seskupení sekvencí na základě jejich podobnosti. Tato hodnota je nastavena podle 
toho, jakou prahovou hodnotu uživatel zvolí. Dalším důležitým parametrem je pa
rametr " M " který stanovuje maximální využitou paměť nástroje Cd-hit. Tento pa
rametr byl nastaven na hodnotu 0, aby paměť nástroje nebyla nijak omezena. Vý
stupem Cd-hitu jsou klastry s podobnými bakteriemi. 

Před spuštěním nástroje B L A T je vytvořena indexovaná databáze, která ná
sledně urychluje proces BLATu. Indexovaná databáze je vytvořená již pomocí ná
stroje B L A S T příkazem makeblastdb. Tato databáze je následně pomocí příkazu 
blastdbcmd konvertována do formátu .fa. Takto konvertovaná databáze je vstupem 
do nástroje B L A T . Důležitými parametry BLATu jsou parametry "out" a "min-
Score" . Pomocí parametru "out" se nastavuje formát výstupního souboru, který 
byl v Bacterial Explorern nastaven na formát blast8 (viz obrázek 5.5). Parametr 
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"minMatch" stanovuje minimální délku shody neznámé bakterie s referenční bak
terií. Minimální shoda byla nastaveno na hodnotu 50. Výstupem BLÁTU jsou pak 
všechna možná zarovnání neznámé bakterie s referenčními bakteriemi, která mají 
délku alespoň 50 nukleotidů. 

Tab. 5.2: Nastavení parametrů nástroje Cd-hit pro metodu 1. 

N á z e v parametru Popis parametru D e f a u l t n í n a s t a v e n í 

i název vs tupního souboru (neznámého genomu) rRNA.fas ta 

i2 
název vs tupního multifasta 

souboru s referenčními genomy 
r R N A r eferences.fasta 

0 název výs tupního souboru Cd-hit_output 

T počet použitých jader 6 

M 
maximální paměť, kterou může 

Cd-hit použí t (v Mb) 
0 (=paměť není nijak omezena) 

c 
prahová hodnota pro seskupení sekvencí 

na základě jejich podobnosti 
Sthreshold 

Tab. 5.3: Nastavení parametrů nástroje B L A T pro metodu 1. 

Název parametru Popis parametru Defaultní nastavení 
database název referenční databáze converted_database. fa 

query název vstupního souboru rRNA.fasta 

output název výstupního souboru output.blast 

out formát výstupu blast8 

minMatch minimální délka shody 50 

A n 9 0 _ s c a f f o l d _ l 
Ari90_scaffold_l 
Ari90_scaffold_l 
A n 9 0 _ s c a f f o l d _ l 
An90_scaffold_2 
An90_scaffold_3 
An90_scaffold_3 
An90 s c a f f o l d 3 

An78_scaffold_10 100.00 
ET44_scaffold_10 99.97 
Aľl22_SCaffold 18 100.00 
Anl61 s c a f f o l d l 99.97 
An90_scaffold_2 100.00 484750 
An90_scaffold_3 100.00 480500 
Anl89_scaffold_7 99.98 
Aril61 s c a f f o l d 1 99.98 

603750 
3965 
3872 
3872 

25362 
21500 

1 603750 3936 607685 0.0e+00 1190712. 
1 3965 32552 36516 0.0e+00 7742.0 
94 3965 39870 43741 0. 0e+00 7567.0 
94 3^65 150889 154760 0.0e+00 7564.0 
484750 1 484750 0.0e+00 957458.0 
480500 1 480500 0.0e+00 946529.0 
306389 331750 56253 81614 0.0e+00 49547.0 
312280 333779 125276 103777 0.0e+00 42086.0 

Obr. 5.5: Ukázka výstupního formátu blast8. V prvním a ve druhém sloupci je název 
dotazované a referenční sekvence. Ve třetím sloupci je procentuelní identita porov
návaných úseků. Ve čtvrtém sloupci je délka zarovnání. V pátém a šestém sloupci 
je počet neshodných znaků a počet inzercí a delecí. V sedmém a osmém sloupci je 
počáteční a konečná pozice zarovnání v dotazované sekvenci. V devátém a desátém 
sloupci je počáteční a konečná pozice zarovnání v referenční sekvenci. Jedenáctý 
sloupec vyjadřuje e-hodnotu a poslední sloupec bit skóre. 

41 



Nej důležitějším parametrem nástroje B L A S T je parametr "perc_identity", který 
určuje minimální procentuální shodu mezi úseky neznámé a referenční bakterie. 
Tento parametr je úměrný prahu, který zvolí uživatel. Parametr "outfm" určuje 
formát výstupního souboru. Výstupní soubor B L A S T u je v Bacterial Explorern na
staven na formát "6 qseqid sseqid pident length evalue bitscore", což znamená, že 
výstupní soubor obsahuje název dotazované neznámé sekvence, název podobné refe
renční sekvence, procentuální identitu mezi dotazovanou sekvencí a referenční sek
vencí, délku zarovnání, e-hodnotu a bitskóre, které kvantifikuje kvalitu zarovnání 
mezi dotazovanou a referenční sekvencí. 

Tab. 5.4: Nastavení parametrů nástroje B L A S T pro metodu 1. 

N á z e v parametru Popis parametru D e f a u l t n í n a s t a v e n í 

query název souboru s neznámým genomem rRNA.fasta 

db 
název databáze, která bude 

použita k hledání homologií 
blast_database 

out cesta a název výstupního souboru $working_directory /blast.txt 

outfmt 
formát výstupníhou souboru 

(viz obrázek 5.6) 
6 qseqid sseqid pident length evalue bitscore 

num_threads počet použitých jader 6 

perc_identity procentuální shoda $threshold 

Anl75_ scaffold 1 Anl74_ scaffold 105 100.000 46 1.45e--12 86.1 
Anl75 scaffold 1 Anl74 scaffold _105 100.000 46 1.45e--12 86.1 
Anl75 scaffold 1 Anl74 scaffold _105 91.667 48 5.27e--07 67.6 
Anl75 scaffold 1 Anl74 scaffold _105 91.667 48 5.27e--07 67.6 
Anl75 scaffold 1 Anl74 scaffold 105 100.000 30 0.001 56. 5 

Obr. 5.6: Ukázka výstupního souboru ve formátu "6 qseqid sseqid pident length 
evalue bitscore" z nástroje B L A S T . V prvním sloupci je název dotazované neznámé 
sekvence, ve druhém sloupci je název nalezené podobné referenční sekvence, ve tře
tím sloupci je procentuální shoda mezi dotazovanou sekvecní a nalezenou podobnou 
referenční sekvencí, ve čtvrtém sloupci je délka zarovnání, v pátém sloupci je e-
hodnota a v šestém sloupci je bitskóre. 

Po proběhnutí Cd-hitu, B L A T u a B L A S T u je provedena analýza výstupních sou
borů. Jelikož se formáty výstupních souborů jednotlivých nástrojů liší, jsou v Py
thonu vytvořeny tři různé funkce pro analýzu výstupů Cd-hitu, B L A T u a BLASTu. 
Přestože jsou vytvořeny tři různé funkce pro analýzu výstupních souborů, princip 
všech funkcí je stejný. Cílem je projít výstupní soubor z daného nástroje a uložit 
identifikátory bakterií, které byly identifikovány jako podobné. Následně jsou v da
tabázi dohledány celé názvy bakterií, které jsou uloženy do nového souboru, který 
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je výstupem funkce. 
Poslední fáze nástroje Bacterial Explorer se liší podle toho, zda uživatel zvolil 

jeden nebo více nástrojů pro bakteriální identifikaci. Pokud uživatel zvolil pouze 
jeden nástroj, pak je výstup Bacterial Exploreru stejný jako výstup z Python funkce 
pro analýzu výstupů. Pokud uživatel zvolí více nástrojů, pak jsou vytvořeny dva 
výstupní soubory. První soubor představuje průnik výsledků všech nástrojů a vy
pisuje se do výstupního okna nástroje. Druhý soubor pak představuje sjednocení 
výsledků všech nástrojů a je součástí výstupní složky aplikace Bacterial Explorer. 
Průnik i sjednocení je provedeno pomocí základních příkazů v bash skriptu. 

Na závěr jsou do složky "BacterialExplorer.zip" uloženy přímo výstupy z ná
strojů Cd-hit, B L A T a B L A S T (podle toho, jaké nástroje byly uživatelem zvoleny) 
a soubor "output.txt", který obsahuje sjednocení výsledků. Do složky je taky uložen 
univerzální soubor "README. tx t " , kde jsou popsány výstupní soubory Bacterial 
Exploreru. Celá tato složka je zazipována a při dokončení běhu Bacterial Exploreru 
je dostupná ke stažení. 

Metoda 2 

Oproti metodě 1, metoda 2 nepracuje pouze s 16S rRNA, ale s celými genomy. 
Schéma metody 2 je znázorněno na obrázku 5.7. 

DATABÁZE 

fasta 

NEZNÁMA BAKTERIE 

.fasta 

c d - h i t _ o u t p u t . c l s t r 

fas t_ANI_outpu t . t x t 

b la t_ou tpu t .b las t 

b las t_ou tpu t . t x t o u t p u t _ t e r m i n a l . t x t Bacter ia lExplorer .ZIP 

VSTUPNÍ' 

SOUBORY 

BAKTERIÁLNI' 

IDENTIFIKACE 

ANALÝZA 

VÝSTUPU 

PRŮNIK A SJEDNOCENÍ 

VÝSLEDKŮ 

VÝSTUPNÍ 

SOUBORY 

VSTUPNÍ' 

SOUBORY 

BAKTERIÁLNI' 

IDENTIFIKACE 

ANALÝZA 

VÝSTUPU 

PRŮNIK A SJEDNOCENÍ 

VÝSLEDKŮ 

VÝSTUPNÍ 

SOUBORY 

CD_HIT_ANALYSIS 

FASTANLANALYSIS 

BLAT.ANALYSIS 

BLAST_ANALYSIS 

VSTUPNÍ SOUBORY 

VÝSTUPNÍ SOUBORY/SLOŽKY 

BIOINFORMATICKÉ NÁSTROJE 

FUNKCE VYTVOŘENÉ V PYTHONU 

Obr. 5.7: Schéma Bacterial Exploreru v případě, že je zvolena metoda 2, která jako 
vstup používá celý genom. 

Stejně jako u metody 1 je vstupem fasta soubor s neznámou bakterií a databáze 
referencích bakterií, kde jeden fasta soubor představuje jednu bakterii. Oproti me
todě 1 se metoda 2 skládá pouze ze tří fází, jelikož je přeskočena detekce 16S rRNA. 
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V první fázi dochází k porovnání neznámé bakterie s referenčními bakteriemi 
pomocí nástrojů Cd-hit, FastANI, B L A T a B L A S T . Ve druhé fázi je opět provedena 
analýza výstupních souborů jednotlivých nástrojů. V poslední fázi je provedeno sjed
nocení a průnik výsledků, čímž je získán finální výsledek Bacterial Exploreru. 

Nastavení Cd-hitu je stejné jako v metodě 1. Jediným rozdílem je, že do Cd-hitu 
nevstupují 16S rRNA, ale původní vstupní soubory s celými bakteriálními genomy. 
Výstupem jsou, stejně jako v metodě 1, kontigy (angl. contigs), které obsahují po
dobné bakterie. 

U metody 2 je navíc oproti metodě 1 použit nástroj FastANI. FastANI nebylo 
použito u metody 1, jelikož neumožňuje zpracování 16S rRNA. Podrobné nastavení 
FastANI v Bacterial Exploreru je popsáno v tabulce 5.5. 

U nástroje FastANI není nastavený žádný specifický parametr. Pouze jsou na
staveny cesty k souboru s neznámou bakterií a k souborům s referenčními bakteri
emi, název výstupního souboru a počet použitých jader. Filtrace výstupu na základě 
minimální procentuální shody je provedena pomocí funkce vytvořené v Pythonu 3. 

Tab. 5.5: Nastavení parametrů nástroje FastANI. 

N á z e v parametru Popis parametru D e f a u l t n í n a s t a v e n í 

q cesta k souboru s neznámou sekvencí Sinput file 

r l cesta k seznamu referenčních genomů $reference_path / genomes_list.txt 

0 
cesta a název výstupního souboru, 

kam budou uloženy výsledky 
$working_directory/fast A N I results.txt 

t počet použitých jader 6 

Nástroj B L A T je rovněž nastaven stejně jako v metodě 1, akorát parametr "min-
Match" je nastaven na hodnotu 300. Na rozdíl od metody 1 není vstupem nástroje 
16S rRNA, ale celý genom. Stejně jako v metodě 1 je vytvořena indexovaná refe
renční databáze, která je následně konvertována. Všechny nastavené parametry jsou 
uvedeny v tabulce 5.6. 

Tab. 5.6: Nastavení parametrů nástroje B L A T pro metodu 2. 

Název parametru Popis parametru Defaultní nastavení 
database název referenční databáze converted_database. fa 

query název vstupního souboru $input_file 
output název výstupního souboru output, blast 

out formát výstupu blast8 
minMatch minimální délka shody 300 
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Nástroj B L A S T je nastaven úplně stejně jako v metodě 1. Rozdílem jsou jen 
vstupní soubory, kdy místo 16S rRNA vstupují do B L A S T u celé genomy. Výstupní 
formát je opět ve formátu "6 qsesid sseqid pident length evalue bitscore". 

Analýza výstupních souborů jednotlivých nástrojů je stejná jako v metodě 1. Pro 
analýzu výstupních souborů jsou použity čtyři Python funkce, jejichž cílem je vypsat 
názvy referenčních bakterií, které jsou dle zadaných požadavků podobné neznámé 
bakterii. Poslední fáze je rovněž stejná jako v metodě 1, kdy jsou na závěr vytvořeny 
2 výstupní soubory, kdy jeden výstupní soubor představuje průnik výsledků jednot
livých nástrojů a druhý soubor představuje sjednocení výsledků. Průnik výsledků 
je vypsán ve výstupním okně nástroje Bacterial Explorer, soubor se sjednocenými 
výsledky je uložen do výstupní složky, kterou si po doběhnutí aplikace může uživatel 
stáhnout. 

5.2 Frontend aplikace 

Uživatelské rozhraní je ve Fiasku vytvářeno pomocí šablon a statických souborů. 
Šablony představují H T M L soubory, ve kterých je definovaná struktura a obsah 
uživatelského rozhraní. Statické soubory pak představují CSS styly, JavaScript sou
bory nebo obrázky. Uživatelské rozhraní nástroje Bacterial Explorer zahrnuje celkem 
4 šablony (viz obrázek 5.8), které představují jednotlivé H T M L soubory, které se 
uživateli postupně načítají po spuštění nástroje. 

Přihlášení Captcha Bacterial Přihlášení Captcha Explorer 

Registrace 

Obr. 5.8: Propojení jednotlivých html šablon, které tvoří uživatelské rozhraní Bac
terial Explorern. 

Po spuštění nástroje se uživateli nejprve objeví okno s přihlášením do Bacterial 
Exploreru (viz obrázek 5.9). Tato šablona byla implementována pomocí externího 
CSS souboru bootstrap .min. css verze 4.6.1 knihovny Bootstrap. Pokud je uživatel 
zaregistrován a správně vyplní pole "E-mail" a "Password", tak je po stisknutí tla
čítka "Login" přesměrován na stránku "captcha", která ověří, že uživatelem není 
robot. Jestliže uživatel zadá údaje špatně, pak se objeví errorová hláška, která ho 
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informuje o nesprávnosti zadaných údajů. Po kliknutí na text "Register here " je 
uživatel přesměrována na stránku s registrací. 

ŕ- -» C A Not secme blastvuvaLeuiiuCO/login 

Login to the Bacterial Explorer 

Password: 

Dont't have an account? Register her 

Obr. 5.9: Přihlášení uživatele do nástroje Bacterial Explorer. 

Stránka s registrací (viz obrázek 5.10) slouží pro registraci nových uživatelů ná
stroje Bacterial Explorer. Stejně jako stránka pro přihlášení byla i tato stránka im
plementována pomocí externího CSS souboru bootstrap.min.css verze 4.6.1 knihovny 
Bootstrap. 

v 0 User Registration X + 

<- -> G A Notsecu-e I )Us l.vuvcl.H. J: SOOO/r e?(j isl Rr & Í - : 

User Registration to the Bacterial Explorer 

Enter i 

Password: 

Already have an account? Login her 

Obr. 5.10: Registrace uživatele do nástroje Bacterial Explorer. 

Registrační stránka obsahuje celkem tři pole k vyplnění - jméno, e-mail a heslo. 
Po správném vyplnění všech údajů může uživatel zmáčknout tlačítko "Register". 
Tím se registruje do Bacterial Exploreru a jeho údaje jsou uloženy do databáze 
uživatelů nástroje Bacterial Explorer. Následně je uživatel po kliknutí na "Login 
here" opět přesměrován na stránku přihlášení, odkud je dále přesměrován na stránku 
"captcha". 

Stránka "captcha" (viz obrázek 5.11) obsahuje C A P T C H A (Completely auto-
mated public Turing test to tell computers and humans apart) [125] test. Jedná se o 
Turingův test, jehož účelem je rozlišení počítačů od lidí [126]. V rámci webové apli
kace byla použita obrazová C A P T C H A , která spočívá v zobrazení zdeformovaného 
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textu, který má uživatel správně přepsat. Pokud uživatel text opíše správně, pak 
je přesměrován na stránku "bacterialexplorer", jinak se generuje nová C A P T C H A . 
Pro generování C A P T C H A textu byla využita knihovna Pythonu captcha verze 0.5.0 [127]. 

í- -> C A Not secure blast.vuvd.cuiliXWcaptcria Sg 6 A A i 

8 
Enter the iirii:b?r l o m tlie Lua«: 

Obr. 5.11: Ukázka stránky s C A P T C H o u . 

Stránka "bacterialexplorer" (viz obrázek 5.12) již představuje samotný nástroj 
Bacterial Explorer. Tato stránka byla implementována pomocí knihoven jQuery 
verze 3.6.4 [128] a SweetAlert2 verze 11 [129]. Bacterial Explorer zahrnuje čtyři 
hlavní sekce. V první sekci si uživatel volí nástroje, které chce použít pro bakteriální 
typizaci. Volba nástroje je vyřešena pomocí checkboxu, který umožňuje uživateli 
zvolit jeden až všechny nástroje. Pokud není uživatelem zvolen ani jeden nástroj, 
tak se objeví errorová hláška, která uživatele informuje o tom, že musí zvolit alespoň 
jeden nástroj. 

v © Bacte' íl ixpb'c-- x + - o x 

i- -» G A Not secu re blast.vuvel.eu:bUUO/bacterialexpbrer is -

Bacterial Explorer 
Looking for new bacterial genomes? 

Use the 1fi3 rRNA-nased method 
or the wholc-gcnornc comparison method. 

For more information: Download manual 

Select tools: 

• Cd-hit 

• FastANI 

• BLAT 

I ! BLAST 

Select method: 

• Using 16S rRNA 
O 9 5 % 
O other 

• Using whole-genome comparison 
O 95 % 

Select database: 

• Use VRI database 

• Use your own database 

Upload unknown genome: 

PLEASE SET PARAMETERS! 

Obr. 5.12: Hlavní stránka nástroje Bacterial Explorer. 

Ve druhé sekci uživatel nastavuje metodu. Uživatel volí mezi metodou založenou 
na 16S rRNA nebo metodou založenou na celých genomech. Volba metody je rov
něž vyřešena pomocí checkboxu. Pro každou metodu zvlášť pak uživatel volí práh. 
Pro metodu 16S r R N A může uživatel volit mezi prahem 95% nebo "other". Pro ce-
logenomovou metodu může uživatel volit mezi hodnotami 95%, 97%, 99% a "other". 
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V tomto případě byl pro volbu prahu zvolen radiobutton, který umožňuje uživateli 
zvolit právě jednu hodnotu. Pokud se uživatel rozhodne pro možnost "other", zobrazí 
se uživateli pole, kam může ručně zadat hodnotu prahu (viz obrázek 5.13). Jestliže 
uživatel nezvolí ani jednu možnost, vypíše se errorová hláška, která uživatele infor
muje o tom, že musí zvolit nějaký prah. 

v 0 Bacte' il ixpb'e- "n + — O X 

<- -> C A Not se cure olastvMve eu:B00O/bacterialexpbrer it i 

Bacterial Explorer 
Looking for new bacterial genomes? 

Use the 163 rRNA-oased method 
or the whole-genome comparison method. 

For more information: Download manual 

Obr. 5.13: Hlavní stránka nástroje Bacterial Explorer s ukázkou zakliknuté možnosti 
"other". 

Třetí sekce slouží ke zvolení databáze. Uživatel volí mezi referenční databází 
VÚVeLu, která je již v online prostředí propojená s nástrojem Bacterial Explo
rer nebo si může zvolit možnost "Use your own database", která umožňuje použití 
vlastní databáze. Velikost vlastní databáze je omezena na 30 M B , což bylo kon
zultovány s odborníky z VÚVeLu. Velikost 30 M B je dostatečně veliká na to, aby 
bylo možné analyzovat bakteriální genomy, ale zároveň nedošlo k zahlcení serveru. 
Soubory v referenční databázi musí být ve fasta formátu. 

Poslední sekce aplikace Bacterial Explorer je určena k nahrání fasta souboru 
s neznámou bakterií. Pokud uživatel navolí všechny parametry a nahraje potřebné 
soubory, může stisknout tlačítko "START". Pokud je vše v pořádku, zobrazí se 
načítací kolečko a proces Bacterial Exploreru je spuštěn. 

Pokud proběhne bakteriální typizace v pořádku, zobrazí se po doběhnutí hláška, 
která uživatele informuje o tom, že vše proběhlo v pořádku (viz obrázek 5.14). 
Po doběhnutí nástroje se také zobrazí v informačním okně krátká hláška, která 
informuje uživatele o tom, zda byla nalezena nějaká bakterie podobná neznámé 
bakterii či nikoliv a pokud byly nalezeny nějaké významně podobné bakterie, vypíšou 
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se tyto bakterie v informačním okně. Dále se zobrazí tlačítko, které umožňuje stažení 
všech výstupních souborů z jednotlivých nástrojů. 5.15 

Obr. 5.14: Ukázka hlášky, která se zobrazí po úspěšném doběhnutí nástroje Bacterial 
Explorer. 

Obr. 5.15: Ukázka výstupu, který se zobrazí po doběhnutí nástroje Bacterial Explo
rer. 
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5.3 Testování nástroje 

Nedílnou součástí vývoje nástroje Bacterial Explorer bylo jeho průběžné testování. 
V rámci této kapitoli je popsaný vývoj nástroje, ale také testování funkčnosti Bac
terial Exploreru. 

5.3.1 Testování nástroje během vývoje 

Během vývoje nástroje vzniklo několik verzí nástroje Bacterial Explorer, které byly 
postupně testovány a následně upravovány podle požadavků uživatelů. Hlavními 
požadavky byla uživatelská přívětivost, rychlost a správná funkčnost nástroje. 

Předchůdcem pro otestování hypotézy v offline modulu byl Bacterial Identi-
fier, který byl prezentován na studentské konferenci EEICT 2024 [130] . Bacterial 
Identifier původně obsahoval pouze nástroje Cd-hit a B L A S T a byl vytvořen pomocí 
knihovny Tkinter [131] v Pythonu3. Referenční databázi bylo potřeba vždy ručně 
nahrát a po doběhnutí Bacterial Identifieru byl uživatel informován pouze krátkou 
výstupní hláškou o tom, zda byly nalezeny nějaké významně podobné bakterie ne
známé bakterii či nikoliv. Pokud byly nalezeny nějaké bakterie významně podobné 
neznámé vstupní bakterii, pak se do výstupního souboru uložily názvy podobných 
bakterií. 

Při prvním testování Bacterial Identifieru byl vznesen požadavek na výpis vý
sledků přímo do výstupního okna nástroje, aby uživatel hned viděl, které bakterie 
jsou významně podobné neznámé bakterii. Automatický softwarový nástroj Bac
terial Identifier byl také rozšířen o nástroje FastANI a B L A T a byl implementován 
do online databáze VÚVeLu. Jelikož hlavní cílovou skupinou uživatelů budou pracov
níci VÚVeLu, byla jako výchozí referenční databáze nastavena databáze VÚVeLu. 

Uživatelé také vznesli požadavek na možnost výběru vlastní databáze, takže byla 
do Bacterial Exploreru přidána možnost volby vlastní referenční databáze. Uživatel 
si může vybrat mezi databází VÚVeL, se kterou je nástroj propojený, nebo si může 
zvolit vlastní databázi, kterou je ale potřeba ručně nahrát. 

Po těchto úpravách byl Bacterial Explorer otestován a zjištěné nedostatky byly 
opraveny. Jedním ze zjištěných nedostatků bylo špatné propojení databáze uživa
telů s Docker kontejnerem Bacterial Exploreru. Tento problém byl vyřešen použitím 
knihovny MySQLdb místo flask mysqldb. Dalším nedostatkem bylo špatné nasta
vení cest k výstupním souborům, což způsobilo, že se některé výstupní soubory ne
ukládaly do výstupní složky Bacterial Exploreru. Cesty k souborům byly opraveny 
a všechny soubory se nyní ukládají do výstupní složky správně. 

V současné době probíhá další testování nástroje Bacterial Explorer a již nyní 
jsou připravovány nové inovace. Jednou z inovací bude vytvoření jednotné indexo-
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vané databáze pro všechny nástroje, čímž se urychlí proces Bacterial Exploreru. Do 
budoucna se pak počítá s dalším rozšířením nástroje. 

5.3.2 Výsledky - Testování I 

První testování se zaměřuje na kmeny, které mají v databázi VÚVeLu několik zá
stupců. Cílem tohoto experimentu bylo zjistit, jaké a kolik bakterií z databáze 
VÚVeLu jsou detekované nástrojem Bacterial Explorer a jednotlivými nástroji Cd-
hit, FastANI, B L A T a B L A S T . Výsledky testování jsou uvedeny v tabulkách (viz 
příloha A) . Pro lepší přehlednost byly vytvořeny grafy 5.16, 5.17. 

Z každého kmene, který obsahoval v databázi VÚVeLu více než jednoho zástupce, 
byly vybrány 3 bakterie, které byly testovány v nástroji Bacterial Explorer. Celkem 
bylo tedy testováno 15 bakterií při dvou různých nastaveních nástroje Bacterial 
Explorer. 

Nejprve byl nástroj otestován v režimu detekce založené na 16S rRNA při nasta
vení prahu na 99% (viz graf 5.16) a výběru všech možných nástrojů (Cd-hit, B L A S T 
a B L A T ) . Jak je patrné z grafu 5.16, Bacterial Explorer detekoval nejméně bakterií 
podobných referenčním bakteriím z databáze VÚVeLu, jelikož výsledkem Bacterial 
Exploreru (ve výstupním okně) je průnik výsledků ze všech použitých nástrojů. 

Počet bakterií detekovaný jednotlivými nástroji při nastavení metody 1  

Bacterial Explorer 
H Cd-hit 
H BLAT 

BLAST 

• \ B A * «?- <ř Afc é> 
^ - ^ ^ ^ ^ ^ 

Obr. 5.16: Graf znázorňující počet bakterií predikovaný nástrojem Bacterial Explo
rer a nástroji Cd-hit, B L A T a B L A S T . Bacterial Explorer byl nastaven na metodu 
1 a práh byl nastaven na 99%. 

V grafu si dále můžeme všimnout, že se u různých nástrojů liší počty detekova
ných bakterií. Obecně lze říct, že B L A T a B L A S T ve většině případů detekují mno
hem více bakterií podobných referenční bakterii než Cd-hit. To je pravděpodobně 
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způsobené tím, že tyto nástroje "rozsekají" vstupní a referenční sekvenci na kratší 
úseky a následně jsou tyto úseky porovnávány. Je tudíž větší pravděpodobnost, že 
tyto nástroje najdou ke vstupní bakterii nějakou podobnou bakterii z referenční 
databáze s požadovanou shodou. Oproti tomu nástroj Cd-hit nalezne mezi vstupní 
sekvencí a referenční sekvencí nej delší možné zarovnání a výsledná shoda mezi sek
vencemi je pak určena na základě tohoto zarovnání. Z toho vyplývá, že celkový 
výsledek nástroje Bacterial Explorer, při volbě všech nástrojů, prahu 99% a me
tody 1, je nejvíce ovlivněn výsledkem Cd-hitu, jelikož detekuje nejméně podobných 
bakterií. 

V grafu 5.17 jsou zaznamenány výsledky testování nástroje v režimu detekce za
ložené na celých genomech. Z tohoto grafu vyplývá, že Bacterial Explorer, stejně jako 
v předchozí metodě, detekoval podle očekávání nejméně podobných bakterií vstupní 
bakterii. Z grafu můžeme pozorovat, že výsledek Bacterial Explorern v tomto případě 
ovlivňuje nejvíce nástroj FastANI, který detekuje nejméně bakterií. To je způsobeno 
tím, že k výpočtu podobnosti používá celé sekvence, čímž se liší od ostatních ná
strojů, které k výpočtu podobnosti nepoužívají celé sekvence, ale pouze kratší úseky. 
Ostatní nástroje mají tedy větší pravděpodobnost nalezení požadované shody. Vý
stupem FastANI je pak průměrná nukleotidová identita dvou sekvencí. Naopak, nej
více podobných bakterií, opět detekují nástroje B L A T a B L A S T . 

Počet bakterií detekovaný jednotlivými nástroji při nastavení metody 2 

Bacterial Explorer 
Cd-hit 
BLAT 
BLAST 
BLAST 

J . - a 

Jméno bakterie 

Obr. 5.17: Graf znázorňující počet bakterií predikovaný nástrojem Bacterial Explo
rer a nástroji Cd-hit, B L A T , B L A S T a FastANI. Bacterial Explorer byl nastavem 
na metodu 2 a práh byl nastaven na 99%. 

U obou metod byly v grafech (viz příloha B) barevně znázorněny kmeny, do 
kterých spadají detekované bakterie. V drtivé většině případů spadají detekované 
bakterie do stejného kmene jako vstupní bakterie. Pouze ve třech případech spadala 
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detekovaná bakterie do jiného kmene než vstupní bakterie. Konkrétně u bakterie Eu-
bacterium sp An3 z kmene Firmicutes byla nástrojem B L A S T detekována bakterie 
Gordonibacter sp An232A z kmene Actinobacteria pro metodu 16S rRNA. 

U metody založené na celogenomovém porovnávání byla pro bakterii Collinsella 
tanakaei ET32 z rodu Actinobacteria detekovaná nástrojem Cd-hit jako podobná 
bakterie Elusimicrobium sp An237 z rodu Elusimicrobiota. U bakterie Fusobacterium 
perfoetens An888 z kmene Fusobacteria byla identifikovaná jako podobná bakterie 
Enterocloster clostridioformis ET46 z kmene Firmicutes. Jelikož byly bakterie z 
jiného kmene detekovány vždy pouze jedním nástrojem, je pravděpodobné, že se 
jedná o odchylky nástrojů. 

Navzdory očekávání, že metoda založená na 16S rRNA detekuje více podobných 
bakteriích, se toto očekávání zcela nenaplnilo, jelikož u nástrojů B L A T a B L A S T 
bylo zaznamenáno větší množství podobných bakterií u metody 2, založené na po
rovnávání celých genomů. To je pravděpodobně způsobeno tím, že tyto nástroje sice 
využívají celé genomy, ale výsledná podobnost mezi neznámou bakterií a referenč
ními bakteriemi není vztažena na celé genomy, jelikož jsou genomy rozsekány a ná
sledně jsou porovnávány jednotlivé úseky. Aby bylo dosaženo větší přesnosti, bylo 
by možné nastavit přísnější požadavky na minimální délku porovnávaných úseků. 
Zde ale potom vyvstává otázka, jak minimální délku nastavit, aby nedošlo k nad
měrné filtraci výstupních bakterií. A to je důvod, proč Bacterial Explorer kombinuje 
více nástrojů, jelikož umožňuje uživateli vzájemné srovnání výsledků jednotlivých 
nástrojů a ve výstupním souboru "output.txt" je souhrny přehled bakterií, ketré 
byly detekovány jednotlivými nástroji. Uživatel pak s touto informací může dále na
ložit podle svých potřeb a může například zkusit globální zarovnání pro jednotlivé 
bakterie, které umožňuje stanovení celkové podobnosti mezi bakteriemi. 

V rámci tohoto experimentu byla také porovnána doba běhu Bacterial Explorern 
pro metodu 1 a metodu 2. Hlavní výhodou metody 1 je její rychlost. Průměrná 
doba běhu Bacterial Explorern pro metodu 1 byla 10 sekund pro referenční rRNA 
databázi 452 bakteriálních genomů z databáze VÚVeL. Oproti tomu metoda 2 běžela 
v průměru 15 minut pro 452 genomů z databáze VÚVeL. 

5.3.3 Výsledky - Testování II 

Druhé testování se zaměřuje na kmeny, které mají v databázi VÚVeL pouze jednoho 
zástupce. Konkrétně se jedná o kmeny Verrumicrobiota, Elusimicrobiota a Synergis-
tes. Bacterial Explorer byl tedy testován na bakteriích - 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 
tytéž bakterie, které byly nahrány jako vstupní neznámé bakterie. Tento výsledek 
byl získán jak při volbě metody 1 (založené na 16S rRNA), tak i při volbě me
tody 2 Bacterial Exploreru. Zároveň i jednotlivé nástroje - Cd-hit, B L A T , B L A S T 
a FastANI stanovily jako podobné bakterie pouze ty samé bakterie. Jelikož v data
bázi VÚVelu nebyly žádné jiné bakterie v těchto kmenech, naplnilo se očekávání, že 
žádné jiné bakterie nebudou Bacterial Explorerem ani jiným nástrojem detekovány 
jako podobné. 

Tab. 5.7: Výsledky testování II pro nástroje Bacterial Explorer a Cd-hit. Metody 
1 a 2 představují zvolené metody v nástroji Bacterial Explorer. Práh byl nastaven 
na 99%. 

N á z e v vs tupní bakterie Metoda Bacterial Explorer Cd-hit 
Akkermansia muciniphila An78 1 Akkermansia muciniphila An78 Akkermansia muciniphila An78 
Akkermansia muciniphila An78 2 Akkermansia muciniphila An78 Akkermansia muciniphila An78 

Elusimicrobium sp An273 1 Elusimicrobium sp An273 Elusimicrobium sp An273 
Elusimicrobium sp An273 2 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 

Tab. 5.8: Výsledky testování II pro nástroje B L A T , B L A S T a FastANI. Metody 1 a 2 
představují zvolené metody v nástroji Bacterial Explorer. Práh byl nastaven na 99%. 

Název vstupní bakterie Metoda BLAT BLAST FastANI 
Akkermansia muciniphila 

An78 
1 

Akkermansia muciniphila 
An78 

Akkermansia muciniphila 
An78 

-

Akkermansia muciniphila 
An78 

2 
Akkermansia muciniphila 

An78 
Akkermansia muciniphila 

An78 
Akkermansia muciniphila 

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 Výsledky - Testování III 

Třetí testování se zaměřuje na bakterie, které nejsou součástí databáze VúVeLu, 
ale jsou volně dostupné na NCBI . Oproti testovací databázi VÚVeLu bylo zarov
nání těchto genomů provedeno jinými zarovnávacími technikami. Pro testování byly 
vybrány jednak bakterie, které spadají do kmenů, které se nachází v referenční data
bázi VÚVeLu, ale také bakterie, které nespadají ani do jednoho z kmenů v databázi 
VÚVeLu. Testované bakterie a výsledky testování jsou uvedeny v tabulkách 5.9, 5.10. 
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Tab. 5.9: Výsledky testování III pro nástroje Bacterial Explorer a Cd-hit. Metody 1 a 
2 představují zvolené metody v nástroji Bacterial Explorer. Ve všech experimentech 
byl nastaven práh 99%. 

N á z e v v s t u p n í bakterie Metoda Bacterial Explorer Cd-hi t 

Treponema pallidum 1 Ž á d n á bakterie Žádná bakterie 

Treponema pallidum 2 Ž á d n á bakterie Žádná bakterie 

Helicobacter pylori 1 Ž á d n á bakterie Žádná bakterie 

Helicobacter pylori 2 Ž á d n á bakterie Žádná bakterie 

Escherichia coli Nissle 1917 1 

Escherichia coli A n l 9 0 

Escherichia coli An786 

Escherichia fergusonii E T 7 8 

Escherichia coli A n l 9 0 

Escherichia coli An786 

Escherichia fergusonii E T 7 8 

Escherichia coli Nissle 1917 2 Ž á d n á bakterie Žádná bakterie 

Tab. 5.10: Výsledky testování III pro nástroje B L A T , B L A S T a Fast ANI. Metody 1 a 
2 představují zvolené metody v aplikaci Bacterial Explorer. Ve všech experimentech 
byl nastaven práh 99%. 

Název vstupní bakterie Metoda BLAT BLAST FastANI 
Treponema pallidum 1 Žádná bakterie Žádná bakterie -

Treponema pallidum 2 Žádná bakterie Žádná bakterie Žádná bakterie 
Helicobacter pylori 1 Žádná bakterie Bacillus aerophihis ET127 -

Helicobacter pylori 2 Žádná bakterie Žádná bakterie Žádná bakterie 

Escherichia, coli Nissle 1917 1 
Escherichia coli Anl90 
Escherichia, coli An786 

Escherichia fergusonii ET78 

Escherichia coli Anl90 
Escherichia coli An786 

Escherichia, fergusonii ET78 
-

Escherichia, coli Nissle 1917 2 
Escherichia coli Anl90 
Escherichia coli An786 

Escherichia fergusonii ET78 
Escherichia coli Anl90 Žádná bakterie 

První testovací bakterií byla zvolena Treponema pallidum (PRJNA378185 [132]) 
z kmene Spirochaete. Tato bakterie je známá, ale v testovací databázi VÚVeLu chybí, 
jelikož není předmětem zájmu VÚVeLu. Proto byl u této bakterie předpoklad, že 
j i Bacterial Explorer s referenční databází VÚVeLu detekuje jako neznámou. Toto 
očekávání se naplnilo a Bacterial Explorer, ani žádný z nástrojů Cd-hit, FastANI, 
B L A T a B L A S T , neidentifikoval žádnou bakterii z databáze VÚVeLu jako podob
nou. 

Druhou bakterií byla zvolena bakterie Helicobacter pylori (PRJNA715181 [133]) 
z kmene Proteobacteria. Tato bakterie také patří mezi známé bakterie, ale v da
tabázi VÚVeLu chybí. Bacterial Explorer tuto bakterii identifikoval rovněž jako 
neznámou, ale při metodě 1 byla detekována nástrojem B L A S T bakterie Bacillus 
aerophilus ET127 z kmene Firmicutes jako podobná. 

Poslední testovanou bakterií byla Escherichia coli Nissle 1917 (PRJNA248167 [134]). 
Jedná se o nepatogení bakterii, která se vyskytuje v mikrobiomu a často bývá sou-
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částí probiotik. Tato bakterie rovněž není v databázi VÚVeL, ale protože se v data
bázi nachází jiné druhy Escherichia coli, bylo pravděpodobné, že Bacterial Explorer 
detekuje nějaké bakterie z databáze jako podobné. Toto očekávání se naplnilo, je
likož při metodě 1 byly detekována bakterie Escherichia coli Anl90, Escherichia 
coli An786 a Escherichia coli ET78 jako podobné. V případě metody 2 ale nebyla 
žádná Bakterie detekována jako podobná, jelikož nástroj Cd-hit nedetekoval žádnou 
bakterii jako podobnou. 
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Závěr 

Diplomová práce se zabývá problematikou bakteriální typizace. Bakteriální typizace 
hraje významnou roli při hledání nových bakterií, které jsou důležité například pro 
vytvoření nových probiotik. 

První kapitola diplomové práce je věnována bakteriální typizaci. Jsou zde po
psány jednak fenotypové metody, ale zejména genotypové metody. Konkrétně se 
kapitola zaměřuje na pulzní gelovou elektroforézu, polymorfismus délky restrikč-
ních fragmentů, multilokusovou sekvenační typizaci a bakteriální typizaci analýzou 
jednonukleotidových polymorfismů. 

Druhá kapitola se zaměřuje na metody analýzy genomických dat. Je zde popsán 
hladový algoritmus, heuristické vyhledávání podobných sekvencí, skrytý Markovův 
model, algoritmus mapování bez zarovnání a algoritmus minMLST. 

Třetí kapitola popisuje dataset bakteriálních genomů poskytnutý VÚVeL. Čtvrtá 
kapitola je věnována dostupným nástrojům pro bakteriální typizaci. Konkrétně se 
kapitola zaměřuje na nástroje B L A S T , B L A T Cd-hit, Barrnap, FastANI, B L A T a 
P R O K K A . 

Následná praktická část je věnována vlastní implementaci a testování nástroje 
Bacterial Explorer. V rámci této kapitoli je popsán backend nástroje, frontend ná
stroje a testování nástroje. Testování nástroje rovněž zahrnuje diskusi výsledků. 

Nástroj Bacterial Explorer byl vytvořen pomocí frameworku Flask pro Python 
a byl implementován do online databáze VÚVeLu pomocí Docker kontejneru. Bac
terial Explorer slouží k detekci nových bakterií, které nejsou zahrnuty v referenční 
databázi a nabízí dvě metody, jak detekovat podobné bakterie z databáze. První 
metoda (metoda 1) je založená na 16S rRNA, druhá metoda (metoda 2) pro detekci 
podobných bakterií používá celé genomy. K detekci podobných bakterií používá 
nástroj Bacterial Explorer nástroje Cd-hit, B L A T , B L A S T a FastANI. V případě 
metody 1 je navíc ještě použit nástroj Barrnap k detekci 16S rRNA. Uživatelské 
prostředí nástroje bylo rovněž vytvořeno pomocí frameworku Flask pro Python. 

V rámci testování byla jednak testována uživatelské přívětivost, ale také funkč
nost nástroje. V průběhu vývoje nástroje byl Bacterial Explorer upravován dle po
žadavků VÚVeLu. V rámci testování funkčnosti byla provedena tři testování. Tes
tování I se zabývalo testováním nástroje pro bakterie z databáze VÚVeLu, které 
spadají do kmenů, které jsou v databázi hojně zastoupeny. Testování odhalilo, že 
všechny testované bakterie byly správně detekovány jako nejvíce podobné bakterie 
z referenční databáze. Dále bylo zjištěno, že jako podobné bakterie se identifikují 
bakterie ze stejného kmene jako je vstupní bakterie. Pouze ve výjimečných přípa
dech jsou bakterie z jiných kmenů detekovány jako podobné. To je pravděpodobně 
způsobeno odchylkou použitých nástrojů. 
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Testování II testovalo Bacterial Explorer na bakteriích, které pochází z kmenů, 
které mají v databázi VÚVeLu pouze jednoho zástupce. Podle očekávání testování 
ukázalo, že se jako podobná bakterie z databáze detekovala pouze ona testovaná 
bakterie. Testování III bylo zaměřeno na testování nástroje na bakteriích, které 
nebyly v databázi. K testování byly zvoleny známé a dobře prozkoumané bakterie. 
Cílem experimentu bylo dokázat, zda se tyto bakterie identifikují jako neznámé. 
V případě Treponemy pallidum a Helicobacter pylori se tyto baterie identifikovaly 
jako neznámé, ale v případě bakterie Escherichia coli Nissle 1917 Bacterial Explorer 
detekoval podobné bakterie, jelikož se v databázi VÚVeLu vyskytovaly jiné druhy 
Escherichia coli. 

Celkově z výsledků testování vyplývá, že Bacterial Explorer poskytuje poměrně 
rychlou možnost, jak detekovat neznámé bakterie. Zároveň Bacterial Explorer uživa
teli poskytuje výsledky ze všech nástrojů, které nástroj používá, což uživateli nabízí 
další možnosti. 
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Seznam symbolů a zkratek 

A F M A Algoritmus mapování bez zarovnání (Alignment-free mapping 
algoritmus) 

ANI Průměrná nukleotidová identita (Average nucleotide identity) 

ARI Upravený náhodný index (Adjusted Rand Index) 

B B H Obousměrně nejlepší shody (Bidirectional best hits) 

B L A S T Basic Local Alignment Search Tool 

B L A T Bast-Like Alignment Tool 

Barrnap Bacterial ribosomal rRNA predictor 

cgMLST Multilokusová sekvenční typizace (Core genome Multilocus sequence 
typing) 

D N A Deoxyribonukleová kyselina 

ERIC P C R Enterobakteriální repetitivní intergenní konsenzus polymerázové 
řetězové reakce 

H M M Hidden Markov model 

i T O L Interaktivní strom života (Interactive Tree of Life) 

M L S T Multilokusová sekvenční typizace (Multilocus sequence typing) 

M L V A Analýza variabilního počtu repetic ve více lokusech (Multiple-locus 
variable number tandem repeat analysis) 

NCBI Národní centrum pro bioinformatické informace (National Center for 
Biotechnology Information) 

NGS Nová generace sekvenování (Next Generation Sequencing) 

P C R Polymerázová řetězcová reakce (Polymerase chain reaction) 

P F G E Pulsní gelová elektroforéza (Pulsed-field gel electrophoresis) 

rep-PCR Repetitivní sekvenční polymerázová řetězcová reakce 
(Repetitive-element polymerase chain reaction) 

R F L P Polymorfismus délky restrikčních enzymů (Restriction fragment 
length polymorphism) 
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S H A P Shapleyho aditivní hodnoty (Shapley Additive explanations) 

SLST Jednolokusová sekvenční typizace (Single locus sequences typing) 

SNP Jednonukleotidový polymorfismus (Single nucleotide polymorphism) 

W C H A Wilkins-Chalgrenův anaerobní agar 

wgMLST Multilokusová sekvenční typizace (Whole genome Multi locus 
sequence typing) 

W G S Celogenomové sekvenování (Whole genome sequencing) 

WSGI Web Server Gateway Interface 
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A Tabulky 

Tab. A . l : Výsledky testování I pro bakterie z kmene Bacteroides pro metodu 1 
s prahem 99% při volbě nástrojů Cd-hit, B L A T a B L A S T . 

N á z e v bakterie Bacterial Explorer Cd-hi t B L A T B L A S T 

E T 7 1 
68 SSukc20 
109 W C H N 

E T 2 2 5 
ET238 
E T 4 4 

Bacteroides helcogenes E T 7 1 E T 7 1 E T 7 1 E T 4 2 
An878 
A n l 0 9 
An421 
An502 

125 W C H N 
A n l 9 9 

E T 7 1 

Bacteroides caecigallinarum An876 An876 An876 An876 An876 

E T 5 
An768 

E T 2 

68 SSukc20 
A n l 8 9 
E T 4 8 

E T 4 7 4 

An793 
An822 
E T 4 4 

Mediterranea sp E T 5 
E T 5 
E T 6 

E T 5 
E T 6 

An878 
E T 4 2 

An824 
An502 
E T 3 6 
E T 6 
E T 5 

An277 
E T 4 7 

An923 
An925 
An893 
E T 1 5 
E T 3 7 

E T 5 
E T 3 6 

E T 3 6 E T 3 6 

An878 
E T 4 2 

An824 
An502 
E T 3 6 
E T 6 
E T 5 

An277 
E T 4 7 

An923 
An925 
An893 
E T 1 5 
E T 3 7 

E T 3 6 
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Tab. A.2: Výsledky testování I pro bakterie z kmene Firmicutes pro metodu 1 s pra
hem 99% při volbě nástrojů Cd-hit, B L A T a B L A S T . 

N á z e v b a k t e r i e B a c t e r i a l E x p l o r e r C d - h i t B L A T B L A S T 

A n 3 

Eubacterium sp A n 3 A n 3 A n 3 A n 3 
A n l 7 9 

A n l 8 0 

A n 2 3 2 A 

Faecalibacterium sp A n l 2 1 
A n l 2 1 

A n 5 8 

A n l 2 1 

A n 5 8 

A n l 2 1 

A n 5 8 

A n l 2 1 

A n 5 8 

A n 7 7 

A n l 4 9 

A n l 5 8 

A n 2 6 

A n 7 7 9 

A n l 4 9 A n l 4 9 
A n l 5 

A n l 7 3 

A n l 0 5 

A n l 3 4 

A n l 4 2 

A n 8 0 

A n l 3 

A n 7 3 1 

A n l 4 9 

Clostridium spiroforme A n l 4 9 A n l 5 8 A n l 5 8 

A n l 5 

A n l 7 3 

A n l 0 5 

A n l 3 4 

A n l 4 2 

A n 8 0 

A n l 3 

A n 7 3 1 

A n l 5 8 

A n 2 6 A n 2 6 

A n l 5 

A n l 7 3 

A n l 0 5 

A n l 3 4 

A n l 4 2 

A n 8 0 

A n l 3 

A n 7 3 1 

A n 2 6 
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Tab. A.3: Výsledky testování I pro vstupní bakterie z kmene Actinobacteria pro 
metodu 1 s prahem 99% při volbě nástrojů Cd-hit, B L A T a B L A S T . 

N á z e v b a k t e r i e B a c t e r i a l E x p l o r e r C d - h i t B L A T B L A S T 

A n 7 

A n 8 4 0 

A n 5 
A n 2 

A n 3 0 7 
A n 3 4 0 a 

A n 7 0 

An788 
154 Feed 

An718 
A n 7 9 4 

A n l 8 8 

Collinsella sp A n 7 
A n 7 

A n 8 4 0 

A n 7 

A n 8 4 0 

A n 2 7 0 
A n 2 8 5 
A n 2 9 3 
A n 7 3 2 
A n 8 2 0 

13 C O K t k 
10 C O K 
153 Feed 

172 Sheadler sukc20 
23 C O K 
26 C O K 
3 C O K t k 

51 SSukc lO 
7 C O K t k 

A n 7 

A n 8 4 0 

172 Shaedler sukc20 

10 C O K 

23 C O K 

3 C O K t k 

7 C O K t k 

172 Shaedler sukc20 172 Shaedler sukc20 153 Feed 172 Shaedler sukc20 

10 C O K 10 C O K 26 C O K 10 C O K 

Thermophilibacter provencensis 

172 Shaedler sukc20 

23 C O K 

3 C O K t k 

7 C O K t k 

23 C O K 

3 C O K t k 

7 C O K t k 

51 SSukc lO 

A n l 8 8 

A n 2 7 0 

23 C O K 

3 C O K t k 

7 C O K t k 

A n 2 7 0 A n 2 7 0 A n 2 8 5 A n 2 7 0 
13 C O K t k 13 C O K t k A n 2 9 3 

A n 7 3 2 
A n 7 3 3 
A n 8 2 0 
A n 7 9 4 

13 C O K t k 

13 C O K t k 

E T 3 2 

An271 
15 C O K t k 

E T 3 2 

A n 2 7 1 

15 C O K t k 

E T 3 2 

An271 

15 C O K t k 

176 SSukc20 
53 Shaedler sukclO 
57 Shaedler sukclO 

A n 7 1 2 
A n 7 8 9 
A n 7 9 2 
A n 8 3 3 
E T 1 0 

E T 2 2 6 
E T 3 0 
E T 3 2 
An718 

13 C O K t k 

E T 3 2 

An271 

15 C O K t k 

176 SSukc20 176 SSukc20 

176 SSukc20 
53 Shaedler sukclO 
57 Shaedler sukclO 

A n 7 1 2 
A n 7 8 9 
A n 7 9 2 
A n 8 3 3 
E T 1 0 

E T 2 2 6 
E T 3 0 
E T 3 2 
An718 

13 C O K t k 

176 SSukc20 
Collinsella tanakaei E T 3 2 53 Shaedler sukclO 53 Shaedler sukclO 

176 SSukc20 
53 Shaedler sukclO 
57 Shaedler sukclO 

A n 7 1 2 
A n 7 8 9 
A n 7 9 2 
A n 8 3 3 
E T 1 0 

E T 2 2 6 
E T 3 0 
E T 3 2 
An718 

13 C O K t k 

53 Shaedler sukclO 
A n 7 1 2 A n 7 1 2 

176 SSukc20 
53 Shaedler sukclO 
57 Shaedler sukclO 

A n 7 1 2 
A n 7 8 9 
A n 7 9 2 
A n 8 3 3 
E T 1 0 

E T 2 2 6 
E T 3 0 
E T 3 2 
An718 

13 C O K t k 

A n 7 1 2 

A n 7 8 9 A n 7 8 9 

176 SSukc20 
53 Shaedler sukclO 
57 Shaedler sukclO 

A n 7 1 2 
A n 7 8 9 
A n 7 9 2 
A n 8 3 3 
E T 1 0 

E T 2 2 6 
E T 3 0 
E T 3 2 
An718 

13 C O K t k 

A n 7 8 9 
A n 7 9 2 A n 7 9 2 

176 SSukc20 
53 Shaedler sukclO 
57 Shaedler sukclO 

A n 7 1 2 
A n 7 8 9 
A n 7 9 2 
A n 8 3 3 
E T 1 0 

E T 2 2 6 
E T 3 0 
E T 3 2 
An718 

13 C O K t k 

A n 7 9 2 

A n 8 3 3 A n 8 3 3 

176 SSukc20 
53 Shaedler sukclO 
57 Shaedler sukclO 

A n 7 1 2 
A n 7 8 9 
A n 7 9 2 
A n 8 3 3 
E T 1 0 

E T 2 2 6 
E T 3 0 
E T 3 2 
An718 

13 C O K t k 

A n 8 3 3 E T 3 2 
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Tab. A.4: Výsledky testování I pro vstupní bakterie z kmenů Proteobacteria a Fuso-
bacteria pro metodu 1 s prahem 99% při volbě nástrojů Cd-hit, B L A T a B L A S T . 

N á z e v bakterie Bac ter ia l E x p l o r e r C d - h i t B L A T B L A S T 

Desulfovibrio sp A n 2 7 6 A n 2 7 6 A n 2 7 6 A n 2 7 6 A n 2 7 6 

E T 7 8 E T 7 8 E T 7 8 E T 7 8 
Escherichia fergusonii E T 7 8 A n 7 8 6 A n 7 8 6 A n 7 8 6 A n 7 8 6 

A n 190 A n l 9 0 A n l 9 0 A n l 9 0 

A n 5 6 2 A n 5 6 2 A n 5 6 2 A n 5 6 2 

88 Shaedler sukc20 88 Shaedler sukc20 88 Shaedler sukc20 88 Shaedler sukc20 

95 B H I 95 B H I 95 B H I 95 B H I 

Parasutterella secunda A n 5 6 2 
97 B H I 

E T 7 2 

97 B H I 

E T 7 2 

97 B H I 

E T 7 2 

97 B H I 

E T 7 2 

E T 7 3 E T 7 3 E T 7 3 E T 7 3 

E T 7 4 E T 7 4 E T 7 4 E T 7 4 

E T 7 5 secunda E T 7 5 E T 7 5 E T 7 5 

A n 3 9 7 A n 3 9 7 

Fusobacterium mortiferum A n 3 9 7 
A n 3 9 7 

E T 4 5 

A n 3 9 7 

E T 4 5 

E T 4 5 

A n 4 2 5 

A n 8 1 4 

A n 8 7 4 

E T 4 5 

A n 4 2 5 

A n 8 1 4 

A n 8 7 4 

Fusobacterium varium A n 8 7 6 A n 8 7 6 
A n 8 7 6 

A n 8 8 8 
A n 8 7 6 

A n 8 8 8 

Fusobacterium perfoetens A n 8 8 8 A n 8 8 8 
A n 8 1 4 

A n 8 7 4 

An876 

A n 8 8 8 A n 8 8 8 
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Tab. A.5: Výsledky testování I pro vstupní bakterii Bacteroides helcogenes ET71 
pro metodu 2 s prahem 99% při volbě všech nástrojů. 

N á z e v bakterie Bacterial Explorer Cd-hit B L A T B L A S T FastANI 

ET71 
68 SSukc20 

An406 

Bacteroides helcogenes ET71 ET71 

ET71 
ET21 
An558 
ET225 
ET474 
An793 
An801 
An279 

ET71 
ET2 

68 SSukc20 
An406 
E T 19 
ET22 

ET4 
84 SSukc20 

An825 

E238 
ET474 
An801 
ET489 
A n l 9 

An269 
An322 
An20 

An277 
ET11 
An818 

E T 3 
143 Shaedl plusK 

133 W C H N 
An905 
ET47 
E T 15 
ET37 

An496 
E T 19 
ET22 
ET4 

84 SSukc20 
An825 
An801 
An822 
ET489 
A n l 9 

An269 
An322 
An51A 
An62 

118 W C H N 
An421 
An502 

ET71 

An767 
An426 

ET71 
ET2 

68 SSukc20 
An406 
E T 19 
ET22 

ET4 
84 SSukc20 

An825 

E238 
ET474 
An801 
ET489 
A n l 9 

An269 
An322 
An20 

An277 
ET11 
An818 

E T 3 
143 Shaedl plusK 

133 W C H N 
An905 
ET47 
E T 15 
ET37 

An772 
An20 

An277 
ET11 
E T 13 
An767 
An818 

E T 3 
ET8 

133 W C H N 
An905 
ET47 
ET15 
ET37 
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Tab. A.6: Výsledky testování I pro bakterii Bacteroides caecigallinarum An428a pro 
metodu 2 s prahem 99% při volbě všech nástrojů. 

Název bakterie 

Bacteroides caecigallinarum, An428a 

Bacterial Explorer 

An428a 

Cd-hit 

An428a 
139 WCHN 

98 BHI 
1 COKtk 

68 SSukc20 
An406 
ET19 
ET21 
ET22 
ET4 

ET238 
ET71 
An822 
An269 
An62 

118 WCHN 
ET490 

46 SSukclO 
64 SSukc20 

An850 
An818 
An426 
ET15 

BLAT 

An428a 
139 WCHN 

ET2 
1 COKtk 

45 SSukclO 
68 SSukc20 

An406 
An428b 
An496 
ET12 
ET19 
ET21 
ET22 

109 WCHN 
84 SSukc20 

An558 
ET238 
An279 
An51A 
An819 

118 WCHN 
An20 
An39 
An45 
An42 

37 SSukclO 
63 SSukc20 

An767 
An850 
An41 

BLAST 
An428a 

139 WCHN 
An768 
ET2 

1 COKtk 
45 SSukclO 

An406 
An428b 
An496 
ET12 
ET19 
ET21 
ET22 

84 SSukc20 
An558 
An825 
ET238 
ET474 
An822 
An279 
An322 
An51A 
An55 
An62 

118 WCHN 
An20 
An39 
An45 

ET490 
ET13 
An767 
An850 

143 Shaedl plusK 
An426 
ET80 
ET15 
ET37 
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Tab. A.7: Výsledky testování I pro bakterii Mediterranea sp ET5 pro metodu 2 s 
prahem 99% při volbě všech nástrojů. 

N á z e v bakterie Bacter ia l E x p l o r e r C d - h i t B L A T B L A S T F a s t A N I 

E T 5 

1 C O K t k 

45 SSukc lO 

A n 4 2 8 a 

E T 1 2 

121 E g e l 

84 SSukc20 

A n 5 5 8 

A n 8 2 5 

E T 5 

E T 5 

A n 4 2 8 b 

E T 2 1 

A n 8 2 2 

A n 2 7 9 

E T 7 

A n 6 2 

E T 5 

1 C O K t k 

E T 1 2 

E T 2 1 

A n 6 2 

E T 3 6 

E T 6 

125 W C H N 

E T 5 

Mediterranea sp E T 5 E T 3 6 A n 8 1 9 A n 8 1 9 

E T 5 

1 C O K t k 

E T 1 2 

E T 2 1 

A n 6 2 

E T 3 6 

E T 6 

125 W C H N 

E T 3 6 

E T 6 A n 8 2 4 

E T 3 6 

E T 6 

A n 4 2 1 

E T 3 6 

E T 6 

E T 4 9 0 

63 SSukc20 

A n 7 6 7 

A n 8 5 0 

A n 8 1 8 

A n l 6 

A n 4 2 6 

A n 4 7 5 

A n 9 0 5 

E T 1 5 

E T 5 

1 C O K t k 

E T 1 2 

E T 2 1 

A n 6 2 

E T 3 6 

E T 6 

125 W C H N 

E T 6 
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Tab. A.8: Výsledky testování I pro bakterii Eubacterium sp An3 pro metodu 1 s 
prahem 99% při volbě všech nástrojů. 

N á z e v bakterie Bacterial Explorer Cd-hit B L A T B L A S T FastANI 

Eubacterium sp An3 An3 

An3 

An915 

An81 

A n 179 

A n l 7 7 

An210 

A n l l 

A n 135 

An503 

36 SSukclO 

An817 

39 SSukclO 

70 Shaedler sukc20 

An499 

71 SSukc20 

An3 

An201 

A n 172 

An250 

An75 

A n 174 

A n 175 

An883 

An915 

An249 

An46 

An81 

A n 179 

A n l 4 9 

An l58 

An779 

A n l 2 

An210 

ET318 

A n l 5 

A n l l 

An3 

A n l 2 2 

A n 192 

77 SSukc20 

An248 

AnlO 

A n 135 

An4 

An82 

An9 

An91 

ET340 

An503 

A n 138 

A n l 4 

A n l 6 9 

A n 196 

An76 

36 SSukclO 

An427 

An785 

ET229 

An499 

An85 

An869 

ET50 

71 SSukc20 

An3 

A n 172 

An250 

An75 

A n 174 

A n 175 

An883 

An915 

An249 

An46 

An81 

A n 179 

A n l 4 9 

A n l 5 8 

An779 

A n l 2 

An210 

ET318 

A n l 5 

A n l l 

An3 

A n l 2 2 

77 SSukc20 

AnlO 

A n l 3 5 

An4 

An82 

An9 

An91 

ET340 

An503 

A n l 3 8 

A n l 4 

A n l 6 9 

A n 196 

An76 

36 SSukclO 

An427 

An785 

ET18 

ET229 

An499 

An507 

An85 

An869 

ET50 

71 SSukc20 

An3 
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Tab. A.9: Výsledky testování I pro bakterie Faecalibacterium sp Anl21 a Clostridium 
spiroforme Anl49 pro metodu 1 s prahem 99% při volbě všech nástrojů. 

N á z e v bakterie Bacterial Explorer Cd-hit B L A T B L A S T FastANI 

Anl21 
Anl21 An867 

An867 An75 
An75 Anl74 

An249 An816 
Anl21 An46 An249 
An915 Anl22 An46 
An58 A n 192 A n 192 

Faecalibacterium sp An l21 Anl21 An77 An58 An58 Anl21 

An785 An936 An936 
ET229 ET51 ET51 

An569 A n 194 An912 
An411 A n 194 

An860 ET229 

An901 An411 

An85 An901 
An85 

Clostridium spiroforme An l49 
A n 149 
Anl58 

Anl49 
An250 
An46 

Anl58 
An26 

Anl42 
An80 

An731 
ET341 
ET229 

A n 149 
An250 
Anl74 
Anl75 
An251 
An249 

Blautia sp An46 
Anl58 

An26 
A n l 5 

An3 
An773 
An248 

An4 
ET340 
A n 138 

A n l 4 
A n 168 
A n 105 
A n 134 

A n l 3 
ET341 
An499 
An559 

71 SSukc20 

A n 149 
An250 
An514 
Anl74 
An251 
An249 

An46 
An81 

Anl58 

An26 
A n l 2 

A n l 5 
An3 

An248 
An306 

An4 
ET340 
A n 138 
A n 168 
A n 105 
A n 134 
A n 142 

An80 
A n 13 

ET341 
71 SSukc20 

Anl49 
Anl58 
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Tab. A. 10: Výsledky testování I pro bakterie z kmene Actinobacteria pro metodu 2 
s prahem 99% při volbě všech nástrojů. 

N á z e v bakter ie B a c t e r i a l E x p l o r e r C d - h i t B L A T B L A S T F a s t A N I 

Collinsella sp An7 An7 

An7 
An719 
An840 
ET32 
An718 

An7 
An719 
An840 
An268 

An7 
An840 

An7 

172 Shaedler sukc20 

A11I88 

An270 
An290 172 Shaedler sukc20 

Thermophilibacter provencensis 
172 Shaedler sukc20 

172 Shaedler sukc20 172 Shaedler sukc20 
An732 
An82 

10 C O K 
153 Feed 

51 SSukclO 
7 C O K t k 

An270 
10 C O K 
7 C O K t k 

172 Shaedler sukc20 

ET32 

ET32 
An271 

15 C P K t k 
176 SSukc20 

An368 
An712 
An789 
An792 
An833 
An273 
An718 

An271 
15 C P K t k 

176 SSukc20 
50 SSukclO 

ET32 

An271 

ET32 
An271 

15 C P K t k 
176 SSukc20 

An368 
An712 
An789 
An792 
An833 
An273 
An718 

53 Shaedler sukclO 15 C P K t k 

Collinsella tanakaei ET32 ET32 

ET32 
An271 

15 C P K t k 
176 SSukc20 

An368 
An712 
An789 
An792 
An833 
An273 
An718 

57 Shaedler sukclO 
An712 
An789 
An791 
An792 
An833 
ET226 
ET32 

176 SSukc20 
53 Shaedler sukclO 

An712 
An792 
An833 

ET32 
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Tab. A. 11: Výsledky testování I pro bakterie z kmenů Proteobacteria a Fusobacteria 
pro metodu 2 s prahem 99% při volbě všech nástrojů. 

N á z e v bakterie Bacterial Explorer Cd-hit B L A T B L A S T FastANI 

Desulfovibrio sp An276 A n 276 A n 276 
An 276 
An401 

An276 An276 

Escherichia fergusonii ET78 ET78 
ET78 
Anl90 
An786 

ET78 
Anl90 
An786 

ET78 
Anl90 
An786 

ET78 

Parasutterella secunda An562 An562 

An562 
88 Shaedler sukc20 

95 BHI 
ET72 
ET74 
ET75 

An562 An562 An562 

Fusobacterium mortiferum An397 An397 

An397 
An425 
An814 
An874 

An397 
An425 
An814 
An874 
ET45 

An397 
An425 
An814 
ET45 

An397 

Fusobacterium varium An876 An876 An876 
An876 
An874 
An888 

An876 
An874 
An888 

An876 

Fusobacterium perfoetens A11888 A11888 

An888 
ET46 
An425 
An874 

An888 
An874 

876 

An888 
An874 

876 
An888 
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B Grafy 

Počet bakterií detekovaných nástrojem Bacterial Explorer 

Označení bakterie 

Obr. B . l : Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje Bacterial Explorer. 
Parametry Bacterial Explorern: metoda 1, práh 99%, nastavené nástroje pro de
tekci Cd-hit, B L A T , B L A S T . 

89 



Počet bakterií detekovaných nástrojem Cd-hit 

Označení bakterie 

Obr. B.2: Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje Cd-hit v Bacterial 
Explorern. Parametry Bacterial Explorern: metoda 1, práh 99%, nastavené nástroje 
pro detekci Cd-hit, B L A T , B L A S T . 

Počet bakterií detekovaných nástrojem BLAST 

Označení bakterie 

Obr. B.3: Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje B L A S T v Bacterial 
Explorern. Parametry Bacterial Explorern: metoda 1, práh 99%, nastavené nástroje 
pro detekci Cd-hit, B L A T , B L A S T . 
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Obr. B.4: Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje B L A T v Bacterial 
Explorern. Parametry Bacterial Explorern: metoda 1, práh 99%, nastavené nástroje 
pro detekci Cd-hit, B L A T , B L A S T . 

Počet bakterií detekovaných nástrojem Bacterial Explorer 

Označení bakterie 

Obr. B.5: Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje Bacterial Explorer. 
Parametry Bacterial Explorern: metoda 2, práh 99%, nastavené nástroje pro de
tekci Cd-hit, B L A T , B L A S T , Fast ANI . 
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Počet bakterií detekovaných nástrojem Cd-hit 

Označení bakterie 

Obr. B.6: Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje Cd-hit v Bacterial 
Explorern. Parametry Bacterial Explorern: metoda 2, práh 99%, nastavené nástroje 
pro detekci Cd-hit, B L A T , B L A S T , Fast ANI . 

S 20 

Počet bakterií detekovaných nástrojem BLAT 

Bacte raid es 
Firmkutes 
Actinobacteria 

Verrumicrobiota 
Elusimicrobiota 

Proteobacteria 

Synergistes 

Fusobacteria 

j? ^ i? 

Označení bakterie 

Obr. B.7: Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje B L A T v Bacterial 
Explorern. Parametry Bacterial Explorern: metoda 2, práh 99%, nastavené nástroje 
pro detekci Cd-hit, B L A T , B L A S T , Fast ANI . 
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n 
Počet bakterií detekovaných nástrojem BLAST 

iL.! 

Bacteroides 
Firmicutes 

Actinobacteria 
Uerrumicrobiota 

Elusimicrobiota 

Proteobacteria 
Synergistes 

Fusobacteria 

A*V 6» /p n V A A rfr J), & A ^ f c 

^ y ® ŕ / # <? / ^ / / / 
er 

Označení bakterie 

Obr. B.8: Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje B L A S T v Bacterial 
Explorern. Parametry Bacterial Explorern: metoda 2, práh 99%, nastavené nástroje 
pro detekci Cd-hit, B L A T , B L A S T , Fast ANI . 

Počet bakterií detekovaných nástrojem FastANI 

firmicutes 

Actinobacteria 

Verrumicrobiota 
Elusimicrobiotai 

Proteobacteria 

Synergistes 

Fusobacteria 

liliu 
í-y n,J o> 

j ř ^ ^ ^ 

Označení bakterie 

Obr. B.9: Graf s počtem detekovaných bakterií pomocí nástroje FastANI v Bacterial 
Explorern. Parametry Bacterial Explorern: metoda 2, práh 99%, nastavené nástroje 
pro detekci Cd-hit, B L A T , B L A S T , FastANI. 
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C Manuál nástroje Bacterial Explorer 

Toto je manuál k nástroji Bacterial Explorer. Bacterial Explorer je nástroj, který 
slouží k odhalení nových bakterií. Níže jsou popsány bližší pokyny k obsluze nástroje 
Bacterial Explorer. 

Vítejte v Bacterial Exploreru! Chcete odhalit nové bakteriální genomy? Pak je 
pro Vás tento nástroj ideální! Bacterial Explorer odhaluje nové bakteriální genomy 
pomocí dostupných bioinformatických nástrojů - Barrnap, Cd-hit, B L A T , B L A S T a 
FastANI a poskytuje uživateli dva způsoby odhalení nových bakteriálních genomů. 
První metoda je založená na porovnávání 16S rRNA, druhá metoda je založena na 
porovnání celých genomů. 

1) Přihlášení a registrace 
Po kliknutí na odkaz nástroje Bacterial Explorer se zobrazí přihlašovací okno. Při
hlaste se do Bacterial Exploreru pomocí mailu a hesla a stiskněte tlačítko "Login". 

v © IkprlnginFnrm X + - f l X 

i- -> O A Not secure blast.vuvel.eu:5000/login Ä A A : 

Login to the Bacterial Explorer 
E m a i 

Enter email 

Password: 

Enter passworc 

Donť t have an account? Register here 

Pokud nejste v Bacterial Exploreru registrováni, stiskněte Register here. Ná
sledně se zobrazí registrační stránka. Vyplňte všechny údaje a klikněte na tlačítko 
"Register". 

v 0 User Registration X + 

<- -> O A Nocture blastvuvel.eu:50OO/r3g ister fr i i i 

User Registration to the Bacterial Explorer 

Ena i : 

Enter email 

Password: 

Enter password 

Already have an account? Login here 
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Nyní jste zaregistrováni do nástroje Bacterial Explorer. Klikněte na Login here, 
což Vás znovu přesměruje na přihlašovací stránku. 

2) Captcha 
Po úspěšném přihlášení vyplňte Captcha test a klikněte na tlačítko Submit. 

" © Captcha Page x + 

i- -> G A Not secure blastvuvel.eu:5000/captcha ©n -£r A 

Enter the number from the image: | 11 Submit 

2) Bacterial Explorer 
Po správném vyplnění Captcha testu budete přesměrováni na hlavní stránku nástroje 
Bacterial Explorer. 

v © Bacterial Explorer X 

i- -> G A Not secure blast.vi 

Bacterial Explorer 

Looking for new bacterial genomes? 

For more information: D] I :• • : " : 

Select t o o l s : 

• Cd-hit 

• FastANI 

• BLAT 

• BLAST 

Select method : 

• Using 16S rRNA 

O 95 % 

O other 

• Using whole-genome comparison 

O 95 % O 97 % O 99 % 

O other 

Select database: 

• Use VRI database 

• Use your own database 

Upload u n k n o w n genome: 

PLEASE SET PARAMETERS! 

Pro správný běh nástroje je potřeba nastavit parametry. V části „Select tools" 
vyberte nástroje, které chcete použít. Nástroj FastANI nevolte, pokud zvolíte v sekci 
„Select method" metodu 16S rRNA. Jinak můžete zvolit jeden až všechny nástroje. 

V sekci „Select method" vyberte jednu z metod. Metoda „16S r R N A " je zalo
žená na porovnávání 16S rRNA, metoda „whole-genome comparison" je založená na 
porovnávání celých genomů. Taky zvolte požadovaný práh podobnosti. Nejedná se 
ale o celkovou podobnost porovnávaných bakterií, ale o minimální podobnost vybra
ných úseků bakterií!!! Pokud zvolíte práh „other", napište do pole, které se zobrazí, 
číselnou hodnotu požadované procentuální shody. 

95 



V sekci „Select database" vyberte databázi, kterou chcete použít. Můžete použít 
databázi Výzkumného ústavu veterinárního lékařství nebo vlastní databázi. Pokud 
zvolíte vlastní databázi, nahrajte vaše bakterie ve fasta formátu. Jeden fasta soubor 
může obsahovat pouze jednu bakterii a celková velikost vlastní databáze je ome
zená na 30MB! Poté, co máte vybrané soubory z vaší databáze, klikněte na tlačítko 
Upload, aby se soubory nahrály na server. 

V sekci „Upload unknown genome" nahrajte fasta soubor s bakterií, kterou chcete 
analyzovat. Opět nezapomeňte zmáčknout tlačítko Upload, aby se soubor nahrál na 
server!!! 

Pokud máte všechny parametry navoleny, stiskněte tlačítko START. Po doběh
nutí aplikace se zobrazí informační hláška o úspěšném doběhnutí nástroje a zobrazí 
se výsledky ve výstupním okně nástroje Bacterial Explorer. 

" © Bacte'al Explce' — n + - O X 

<- -> 0 A Not secu e blastvuv l.eu:5000/bacterialexplorer ri- A $ i 

Bacterial Explorer Use the 16S rRNA-based method 
or the whole-genome comparison method. 

For more information: Download manual 

Select t o o l s : 

O Cd-hit 

O FastANI 

• BLAT 

D BLAST 

Select method : Select database: Upload u n k n o w n genome: 

• Using 16Sr 

0 95 % 
0 other 

H Using whole 

® 95 % 
0 97 % 
O 99 % 

Choose File | Ty77(srella_sp_Ari 

O other 

Success 
File uploaded successfLilly 

Form submitted successfully! 

Bakterie zobrazené ve výstupním okně, které jsou detekované jako podobné, 
jsou průnikem výsledků jednotlivých nástrojů - Cd-hit, FastANI, B L A T a B L A S T . 
Po stisknutí tlačítka D O W N L O A D O U T P U T FILES si můžete stáhnout složku 
BacterialExplorer.zip ve které jsou uloženy výstupní soubory jednotlivých nástrojů, 
použitých pro analýzu, ale také souhrnný soubor output.txt, který obsahuje bakte
rie detekované jednotlivými nástroji jako podobné. Součástí složky je také soubor 
R E A D M E . t x t , kde jsou popsány výstupy jednotlivých nástrojů. 
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D Obsah elektronické přílohy 

Elektronická příloha obsahuje složku BacterialExplorer.zip s výstupy nástroje Bacte
rial Explorer. Dále obsahuje zdrojový kód nástroje - "pipeline.sh", manuál nástroje 
Bacterial Explorer a soubor "vysledky.xlsx", kde jsou uloženy tabulky s výsledky 
testování I Bacterial Exploreru. 
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