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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva typizaci kmeni bakterie Klebsiella pneumoniae. V prvni
Casti jsou predstaveny metody typizace véetné jejich vyhod a nevyhod. Nasledné je cha-
rakterizovan bakteridlni genom a popsana bakterie Klebsiella pneumoniae. V praktické
Casti je uveden postup slozeni jednotlivych genom( véetné otestovani jejich kvality a
je predstaven navrzeny algoritmus pro nalezeni variabilnich Gsekl gen(, které vykazuji
vyssi miru variability. Poté jsou uvedeny ziskané vysledky, které jsou nasledné otestovany
na dalSich genomech Klebsiella pneumoniae.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This master thesis deals with typing of Klebsiella pneumoniae isolates. The first part
of the thesis introduces molecular typing methods. Then bacterial genomes and Kleb-
siella pneumoniae are characterized. Following part describes data validation, assembly
of genomes and proposed algorithm for finding genes with high variability. In last part
obtained results are presented and validated on other genomes of Klebsiella pneumoniae.
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UVOD

Typizace bakterii predstavuje dtlezity krok vedouci k nalezeni vztahtl mezi jed-
notlivymi bakteridlnimi liniemi, coz je nezbytné pro porozumeéni siteni epidemii a
vyhledani zdrojt nakazy. Typizace je zaroven nepostradatelna pro detekci prenosu
nosokomialnich patogenti, véetné jejich diagndzy a léchy.

V minulosti byly typizacni metody zalozené prevazné na postupech zkoumajici
fenotyp a pouze omezena c¢ast se zabyvala genotypem. Nicméné, v dnesni dobé se
pravé genotypizacni metody dostavaji do popredi, protoze na rozdil od fenotypovych
jsou schopny rozlisit velmi blizce pribuzné linie.

Jelikoz nékteré typy bakterie Klebsiella pneumoniae jsou hypervirulentni a re-
zistentni vii¢i nékterym antibiotikiim, a tudiz se velice rychle sit{ naptic¢ jednotlivymi
oddélenimi nemocnic, je potfeba mit k dispozici rychlou, presnou a cenové nenaroc-
nou typizacni metodu, kterd bude schopna spolehlivé urcit jednotlivé bakterialni
linie, aby bylo mozné v pripadé vyskytu nebezpeéného kmenu okamzité zamezit
dalsimu Sifeni a predejit potencionalni epidemii.

K teseni vyse uvedeného problému mize prispét nami navrzeny postup, ktery
slouzi k nalezeni variabilnich genovych tseki, diky nimz lze bezpecné rozlisit jednot-
livé bakterialni linie. Nalezené tiseky budou moci byt v budoucnu pouzity pro metodu
mini-MLST, kde bude pro kazdy genom urcen jeho melt-typ, coz umozni rozliSeni
linii.

Cilem teoretické ¢asti prace je predstavit ¢tenari nejcastéji pouzivané molekularni
metody typizace, véetné jejich vyhod a nevyhod. Nésledné je zde strucné charak-
terizovan bakteridlni genom a popsana bakterii Klebsiella pneumoniae véetné jeji
rezistence vici antibiotikim.

V praktické casti je popsana kontrola kvality sekvenacnich dat, jejich slozeni
a nasledné navrzen algoritmus pro nalezeni genovych tsekti, které vykazuji vyssi
miru variability, a tudiZ jsou vhodné pro bakterialni typizaci. V posledni ¢asti jsou

uvedeny ziskané vysledky, které jsou nasledné otestovany a diskutovany.
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1 TYPIZACE DNA

Typizacni metody pro odliseni linii u bakterii stejného druhu jsou nezbytnym epi-
demiologickym nastrojem pro kontrolu a prevenci infekci. V poslednich letech bylo
vyvinuto nékolik novych metod, které slouzi ke zkoumani molekularni epidemiologie
mikrobidlnich patogenti. NiZze jsou uvedeny nejcastéji pouzivané metody typizace,
pricemz kazda metoda ma své vyhody a nevyhody, tudiz jeji vybér zalezi na ana-
Iyze, kterou chceme provést.

Obecné Ize molekularni typizacni metody rozdélit do tii hlavnich skupin: metody
zalozené na restrikéni analyze bakterialni DNA, metody zaloZené na amplifikaci
vybranych genetickych tseki pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) a metody

zalozené na identifikaci polymorfismi v DNA sekvencich. [1], [2]

1.1 Pulzni gelova elektroforéza

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) je povazovana za zlaty standard mezi moleku-
larnimi typiza¢nimi metodami. M4 velkou rozliSovaci schopnost a velkou epidemi-
ologickou shodu, je relativné levna a reprodukovatelna a umoznuje separaci velmi
dlouhych fragmentt DNA, a to v rozsahu od 10 do 800 kb. Schéma metody je uve-
deno na obr. 1.1.

Izolaty z bakterii rostouci v médiu jsou smichany s tekutou agardézou a poté
vylity do blockt. Usazené bakterie v agardze jsou nasledné lyzovany detergentnim
enzymem a nastépeny méné castymi restrikénimi enzymy. V dalsim kroku jsou na-
stépené bakterie vlozeny do agardzniho gelu a umistény do elektroforézy. V pribéhu
samotného procesu dochézi v pfedem definovanych periodicky se opakujicich inter-
valech ke zménam polarity proudu. Molekuly DNA se pohybuji od katody k anodé
v zavislosti na své velikosti. Béhem periodickych zmén proudu se jednotlivé frag-
menty preorientovavaji podle nového sméru elektrického proudu, ptricemz cas po-
tfebny pro upravu sméru je nepfimo imeérny velikosti DNA fragmentu. Pro spravné
rozdéleni dlouhych fragmenti DNA je pozadovano pouziti pulzniho elektrického
pole, které vytvari 24 elektrod, pricemz tyto elektrody postupné méni smér pole
o dany fixni thel a to po dlouhou dobu. Gel je poté obarven fluorescenénim barvi-
vem a zobrazen pod UV svétlem. Nasledné muze byt vyfocen a podroben analyze.

Ackoliv je pulzni gelova elektroforéza hojné vyuzivana, ma nékolik nevyhod,
mezi které patii naptiklad technicka a ¢asova narocnost a spatna rozliSovaci schop-

nost pro prouzky s témér stejnou velikosti. [1], [3], [4]
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DNA je nyni v blo&cich pulzni gelova elektroforéza

bakteridlni kultura
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Obr. 1.1: Schéma pulzni gelové elektroforézy, z [5].

1.2 Nahodna amplifikace polymorfni DNA

RAPD neboli ndhodna amplifikace polymorfni DNA je metoda, ktera vznikla v roce
1990 a je zaloZend na pouziti kratkych ndhodnych primert (obvykle okolo 10 bazi),
které hybridizuji s chromozomalni DNA pfi nizké teploté, takze mohou byt pou-
zity k zahajeni amplifikace oblasti z bakteridlniho genomu. Namnozené fragmenty
jsou nasledné separovany pomoci elektroforézy na agarovém gelu k vytvoreni bak-
teridlniho fingerprintingu. Elektroforeogramy jsou pouzity k porovnani pribuznosti
bakterialnich linii.

Ackoliv mé mensi rozliSovaci schopnost nez pulzni gelova elektroforéza, je casto
pouzivana pri vypuknuti epidemii, jelikoz je jednoducha, levna a rychla. Mezi hlavni
nevyhodu patii nizkd reprodukéni schopnost mezi jednotlivymi laboratoremi, jelikoz

jsou pouzity velmi nizké teploty nasedani primera. [1], [6]

1.3 RFLP analyza

RFLP znamena polymorfismus délky restrikénich fragmentt, pfricemz pravé ana-
Iyza RFLP patii mezi jednu z prvnich technik pro detekci variant v DNA sekven-
cich. Pri této analyze mérime velikost restrikénich fragmentt, jez jsou separovany

klasickou agardzni gelovou elektroforézou. Jelikoz pri pouziti restrikénich enzymi,
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které se casto vyuzivaji, mize vzniknou velké mnozstvi kratkych fragmentti, do-
chazi ke ztizeni separace pomoci elektroforézy. Nicméné RFLP analyza mize byt
zjednodusena, pokud pouzijeme Southern blotting. Separované molekuly DNA jsou
preneseny z agardzniho gelu na nitrocelul6zovou nebo nylonovou membranu. DNA je
navazana na membranu a hybridizovana oznacenymi sondami homolognimi ke genu,
ktery chceme urc¢it. Nasledné jiz probiha vizualizace vysledkil. Schéma metody je
zobrazeno na obr. 1.2.

Vyhodou analyzy RFLP je, Ze se da pouzit i pro neznamé vzorky, déle jeji efek-
tivita, nizka cena a rychlost. Mezi nevyhody patii nizkd reprodukovatelnost. [6],
7]

rostlinné
pletivo fragmenty
DNA

nastepem
WU
—_—
¥
Southern
blottmg

denaturovand DNA agarozni gel obsahujici
na nylonové membrané DNA fragmenty
e vyvolani
hybridizace a promyti filmu
——" ITiE==F — Cromm—=
¢ radioaktivné e —
Y)  omatend rad|oa|<t’|vm rentgenow
sondy membrana snimek

Obr. 1.2: Schéma RFLP analyzy, z [8].

1.4 Repetitivni PCR

Repetitivni polymerazova retézova reakce byla poprvé popsana v roce 1991 a vyuziva
primery, jez hybridizuji s nekédujicimi mezigenovymi tiseky, které se opakuji v celém
genomu. DNA mezi sousedicimi repetitivnimi useky je poté amplifikovana pomoci
PCR. Zaroven muze byt vytvoreno vice amplikont, pricemz zalezi na rozlozeni repe-

titivnich tsekl v genomu. Ziskané fragmenty jsou analyzovany pomoci elektroforézy
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za Ucelem zjisténi jejich velikosti a v nasledujicim kroku jsou porovnany vzniklé
elektroforeogramy. Nasledné 1ze urcit genetickou pribuznost mezi jednotlivymi ana-
lyzovanymi liniemi.

Metoda je jednoducha, rychla, lze ji pouzit na velké i malé mnozstvi vzorki a
pro velké mnozstvi bakteridlnich genomt ma velkou rozlisSovaci schopnost. Hlavni
nevyhodou je mensi reprodukovatelnost kviili pouziti jinych reagenci pti PCR a
elektroforetickych systémt. K vyhnuti se problému s reprodukovatelnosti vznikl po-
loautomaticky rep-PCR komerc¢ni systém, ktery misto klasické gelové elektroforézy

vyuziva mikrofluidni ¢ipy pro separaci DNA fragmentu. [1], [6]

1.5 Polymorfismus délky amplifikovanych

fragmentti

Polymorfismus délky amplifikovanych fragmentti neboli AFLP je metoda, jez je za-
loZzena na amplifikaci vybranych fragmenti DNA, které vzniknou po nastépeni re-
strikénimi enzymy. Jsou popsany dvé varianty AFLP. V pripadé prvni varianty se
pouzivaji dva restrikéni enzymy a dva primery, zatimco u druhé varianty se vyuziva
pouze jeden restrikéni enzym a jeden primer.

Metoda zac¢ind nastépenim DNA pomoci restrikénich enzymi. Na nastépené
konce se poté navazou adaptory, coz jsou znamé useky dvouvliknové DNA. Frag-
menty s navazanymi adaptory jsou amplifikovany pomoci PCR s pouzitim primert,
jez jsou komplementarni k navazanym adaptortiim. Pokud vyuzijeme primery ozna-
¢ené fluorescencni barvou, tak Ize po tom, co byly fragmenty separovany na zakladé
velikosti, pouzit k vyhodnoceni automaticky sekvenator.

Vyhodou metody je, Ze je reprodukovatelna, nejsou potreba nasekvenovana data
pro konstrukci primert a ma velkou diskriminac¢ni schopnost. Mezi nevyhody patti

vysoka cena, narocnost a potfeba mit vysoce kvalitni DNA. [1], [4], [9], [10]

1.6 Analyza variabilniho mnozstvi tandemovych
repetic

Velké mnozstvi bakteridlnich genomt obsahuje regiony s nukleotidovymi repeticemi,
a to jak v koédujicich, tak v nekédujicich tsecich DNA o velikosti nékolik bazi az
po sto bp. Repetice jsou tandemové, coz znamena, ze nékolik kopii kazdého z re-
petitivnich motivii je shromazdéno u sebe a orientovano stejnym smérem. Pocet

opakovani v tandemu se muze lehce lisit, a to i u linii stejného druhu.
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VNTR (variabilni mnoZstvi tandemovych repetic) analyza je metoda zaloZena
na PCR, ktera spoléhd na amplifikaci DNA, jez zahrnuje kratké tandemové repetice
DNA sekvence. Primery jsou navrhnuty tak, aby nasedly pred opakujici se tsek.
Amplifikované produkty jsou poté separovany a zméreny k urceni poc¢tu opakovani
pritomnych v amplikonu. Rozdil v poctu repetitivnich kopii na specifickém misté
slouzi k rozliseni linii.

Vyhodou metody je jeji nizka cena, rychlost a to, ze mtze byt provedena i v la-
boratorich bez sofistikovaného elektroforetického systému. Mezi nevyhody patii, ze

ziskand data nemohou byt porovnana mezi laboratofemi. [1], [6]

1.7 Multilokusova sekvencni typizace

Multilokusova sekvenéni typizace (MLST) je metoda, jez byla vyvinuta v roce 1998
za ucelem predejiti nizké reprodukovatelnosti mezi laboratoremi, ktera je typicka
pro starsi metody typizace. MLST je zaloZena na amplifikaci a nasledném osekve-
novani az 7 gent, které maji vysokou variabilitu. Jednd se pfevazné o provozni geny
(z angl. housekeeping genes), jejichz sekvence jsou relativné stélé, jelikoz koduji
proteiny, jez jsou nezbytné pro funkci bunky. Pro vybrané geny je identifikovana
sekvence o délce 450 - 500 bp. Pro kazdy lokus je urcen sekvenc¢ni typ a to tak,
ze unikatnim sekvencim (aleldm) jsou prifazeny ndhodna celd ¢isla a na zakladé
kombinace identifikovanych alel je urcen sekvencni typ. Schéma postupu je uvedeno
na obr. 1.3.

PCR sl EREER, prirazeni ¢isel pfifazeni
aleldam sekvenéniho typu
I y m— 3
—_—
‘ Sl 177
g > ST 51
| — = ;
I —  p 2
_
DNA PCR sekvence profil sekvenéni typ
produkty alel alel

Obr. 1.3: Schéma metody MLST, z [11].
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Vyhodou MLST je, ze ziskand data jsou jednoznac¢na kvili mezinarodné uzna-
vané nomenklatufe, vysoce reprodukovatelna a maji velkou rozliSovaci schopnost.
Sekvence alel a profily sekvencnich typt jsou dostupné v centralnich databézich,
které téz obsahuji software pro urceni genetické pribuznosti mezi bakterialnimi li-
niemi v ramci druhu. Mezi nevyhody metody patii vysoka cena, ¢asova narocnost
a pro nékteré patogeny nedostatecna diskriminacni schopnost pro rutinni pouziti

pfi vypuknuti epidemie a jejim sledovani. [1], [9], [12], [13]

1.8 Mini-multilokusova sekvencni typizace

Mini-multilokusova sekvenéni typizace (mini-MLST ¢ minim-typing) je odvozena
od multilokusové sekvenc¢ni typizace. V prvni ¢asti probihda proces stejné jako u MLST,
tedy v prubéhu PCR dochéazi ke zmnozeni gent jako u MLST, avsak v dalsi casti je
sekvenovani nahrazeno vysokorozliSovaci analyzou krivek tani (HRM). Pro MLST
jsou pomoci pocitacové analyzy vybrany ty useky DNA, které vykazuji nejvétsi di-
verzitu v rdmci gent a pro tyto tseky jsou nasledné navrhnuty primery.

Po provedeni amplifikace genti probihda HRM analyza, coz je citlivdi a rychla
metoda, kterd dokaze zachytit zmény v jednom i vice nukleotidech. DNA je obarvena
pomoci barviva a nasledné béhem samotné analyzy dochazi ke zvySovani teploty,
coz ma za nasledek tani dvousroubovice DNA a uvolnovani barviva, ¢imz dochazi
k poklesu fluorescence, kterou sledujeme. Vysledkem je krivka téni, pricemz i jedina
zména nukleotidu se v ni projevi. Priklad ziskané krivky tani je uveden na obr. 1.4.
Zaroven béhem analyzy méfime i teplotu tani sekvence, kterou lze urcit, kdy je 50 %
DNA denaturovano. Nasledné je pouzit prevodni kli¢ k preloZzeni namérenych dat

do melt profili a také k porovnani dat s MLST databazi.

fluorescence

55°C > 95°C
teplota

Obr. 1.4: Priklad kiivky tani, z [14].

Vyhodou metody je nizka cena, kterd se pohybuje v rozsahu zhruba 10-20 % MLST.
7 vyse uvedeného plyne, ze mini-MLST ma potencial k usnadnéni nizkonéakla-
dovych prizkumi, pouziti v pripadé podezieni na vypuknuti ndkaz a pro studie

zahrnujici velké mnozstvi linii.
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Metoda mini-multilokusové sekvencni typizace byla jiz pouzita pro Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium a Klebsiella pneumoniae.
[15], [16], [17], [18]

1.9 Celogenomové sekvenovani

Sekvenovani nové generace neboli NGS poskytlo cenové dostupnou cestu, jak pro-
zkoumat varianty v celém genomu. Na rozdil od Sangerova sekvenovani, je béhem
jednoho béhu schopno vyprodukovat miliony ¢teni (35 - 700 bp dlouhé) za relativné
nizkou cenu.

Abychom dostali celou sekvenci, je nutné ziskand ¢teni slozit, a to bud de novo,
tedy na zakladé prekryvajicich se uisekti, nebo prifazovanim jednotlivych ¢teni k re-
ferenénimu genomu.

Celogenomové sekvenovani neboli WGS se stéava velice atraktivnim a mocnym
nastrojem pro epidemiologii. Je velmi pravdépodobné, ze v blizké budoucnosti bude
WGS bézné pouzivané k presné identifikaci a charakterizaci bakteridlnich linii, p¥i-
¢emz hlavnim cilem nebude produkovat sekvenacni data, ale rychle je zpracovat a
interpretovat diilezité informace z objemného souboru, ptricemz by ziskané infor-
mace mély byt porovnatelné s vysledky ziskanymi konvenc¢nimi metodami typizace.
Postup celogenomového sekvenovani je uveden na obr. 1.5.

Ovsem nalezneme zde i nékolik nevyhod. Produkovana ¢teni jsou relativné kratka,
obcas neni ziskan cely genom, ale pouze napt. 90 % a je zde problém s VNTR. [1],
19
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2 BAKTERIE KLEBSIELLA PNEUMONIAE

2.1 Bakterialni genom

Bakteridlni genom se skldda z jedné kruhové molekuly DNA o primérné molekulové
hmotnosti 2,5 -10? a o délce téméF 1 mm, kterd se nazyva nukleoid. Chromozom
neni ohrani¢en membranou a v jednom misté je pripevnén k plazmatické membrané
bunky. Geny jsou zde usporadany vedle sebe pouze s minimalnim mezigenovym
prostorem.

Kromé nukleoidu obsahuje bakterialni bunka téz plazmidy, coz jsou kruhové mo-
lekuly DNA, které jsou zhruba 100x mensi nez chromozom. Obvykle nesou pouze
malé mnozstvi genil, které nejsou esencialni pro preziti bunky, ale slouzi ke zvyhod-
néni bakterif. [21], [22]

2.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae patii mezi Gram-negativni bakterie do celedi Enterobacte-
riaceae, avSak na rozdil od jinych zastupcu z této celedi nemd biciky, a tudiz se
jedna o nepohyblivou bakterii. Zaroven je obalena polysacharidovou kapsulou, jiz
ji zajistuje rezistenci proti mnohym obrannym mechanismtim hostitele. Je celosvé-
tové rozsirena a muzeme ji nalézt v pudé, vodé i na povrchu rostlin. V nemocnicich
ohrozuje pacienty se snizenou imunitou. Pri infekci postihuje plice, kde vyvolava
pneumonii a téz zptisobuje infekce vylucovaciho systému. Pokud pronikne do krev-
gastroenteritidy, meningitidy novorozenct a jiz uvedené sepse.

Primeérna velikost genomu je 5,5 Mbp a obsahuje priblizné 5500 gent, pricemz
pomoci celogenomového sekvenovani bylo zjisténo, ze méné jak 2000 gent je spolec-
nych pro vSechny linie Klebsiella pneumoniae. Zbyvajicich 3500 genti, které lze nalézt
jen u nékterych linii ma nasledujici funkce: 19 % slouzi pro metabolismus sacharidi,
18 % pro ostatni metabolické drahy, 13 % se podili na membranovém transportu,
11 % je pro exopolysacharidovou kapsuli, 2 % pro rezistenci a metabolismus Zeleza,
1 % pro rezistenci vuci antibiotikiim, tézkym kovim a stresu a tfetina genu nemé&
zatim objasnénou funkei. [23], [24], [25], [26]

Bakterie Klebsiella pneumoniae je zobrazena na obr. 2.1.

2.2.1 Rezistence vucéi antibiotiktim

Mezi jeden z druhti, u kterého se v soucasné dobé mluvi o rostouci antibiotické

rezistenci patii prave Klebsiella pneumoniae. 7 vyzkumu vyplyva, Ze rezistence
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Obr. 2.1: Bakterie Klebsiella pneumoniae pod elektronovym mikroskopem, z [24].

viuci antibiotikim u ni vznikd mnohem snadnéji a rychleji nez u jinych bakterii
a navic je schopna stale vytvaret nové mechanismy rezistence, a tudiz v soucasné
dobé zustava jiz malo dostupnych 1é¢ebnych postupti.

U bakterie Klebsiella pneumoniae byly pozorovany dva typy antibiotické re-
zistence. Prvni mechanismus zahrnuje expresi beta-laktamaz sirokého spektra, které
poskytuji bakterii odolnost proti cefalosporinim a monobaktamim. Druhy mecha-
nismus je exprese karbapenemaz, které poskytuji bakterii rezistenci k témér vsem
dostupnym beta-laktamovym antibiotikiim (peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy,
). [27], [28]

2.2.2 Bakterialni rezistence v Evropé

Na obr. 2.2 a obr. 2.3 je zobrazen vyskyt rezistentnich linii bakterie Klebsiella pne-
umoniae s kombinovanou rezistenci (3. generace cefalosporinti, fluorochilony, ami-
noglykosidy) v roce 2006 a 2016. Jak vidime, mezi uvedenymi lety doslo k narastu
vyskytu rezistentnich linii a to v nékterych krajindch dokonce o 50 %. Vyobra-
zené mapy rezistenci dokladaji, jak jiz bylo uvedeno vyse, zZe antibioticka rezistence

u Klebsiella pneumoniae je stale rostouci problém.
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Obr. 2.2: Vyskyt rezistentnich kment bakterie Klebsiella pneumoniae
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s kombinovanou rezistenci v Evropé v roce 2006, z [29].
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Obr. 2.3: Vyskyt rezistentnich kmenti bakterie Klebsiella pneumoniae

s kombinovanou rezistenci v Evropé v roce 2016, z [29].
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3 IDENTIFIKACE NOVYCH GENU PRO TY-
PIZACI

V praktické casti se zabyvame analyzou 24 genomu bakterie Klebsiella pneumoniae,
ktera se sklada z otestovani kvality sekvenacnich dat, nasledném slozeni jednotlivych
genomi a nalezenim vhodnych gent pro bakterialni typizaci. Poté jsou zde uvedeny
ziskané vysledky, které jsou nasledné otestovany na dalSich 12 genomech bakterie
Klebsiella pneumoniae. Ze ziskanych vysledkl jsou vybrany variabilni genové tseky,
které jsou schopny odlisit jednotlivé bakterialni linie, a tudiz je 1ze vyuzit pro geno-

typizaci. [30]

3.1 Vstupni data

V praci se zabyvame 24 genomy bakterie Klebsiella pneumoniae, pricemz pro kazdy
genom byl uréen jeho melt-typ za pouziti typizacni metody mini-MLST. Jednotlivé
genomy oznacené poradovym c¢islem SO01 az S24 a k nim urcéené melt-typy jsou

uvedeny v tab. 3.1.

Tab. 3.1: Analyzované genomy a jejich melt-typy.

genom | melt-typ | genom | melt-typ
S01 98 S13 23
S02 29 S14 23
S03 98 S15 23
S04 98 S16 23
S05 29 S17 23
S06 98 S18 23
S07 29 S19 61
S08 98 520 61
S09 29 S21 61
S10 98 S22 61
S11 29 523 61
S12 29 S24 61

Na obr. 3.1 je zobrazen kruhovy graf s jednotlivymi analyzovanymi genomy vy-
tvofeny pomoci programu BRIG [31], kde kazdy kruh odpovidé jednomu genomu.
Genomy, které patii do stejného melt-typu jsou oznaceny cernou c¢arou. Jak vidime
v grafu, jednotlivé genomy se mezi sebou lisi, coz dokladaji bilé useky, ve kterych

chybi ¢asti sekvence vzhledem k referenénimu genomu ( Klebsiella pneumoniae subsp.
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pneumoniae HS11286, NC_016845). 7 grafu vyplyva, Ze genomy nejsou zcela to-
tozné, a proto je mozné nalézt genové tseky, pomoci kterych jsme schopni odlisit

jednotlivé linie, respektive melt-typy.
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H so2
M sos
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Obr. 3.1: Kruhovy graf zobrazujici srovnani analyzovanych genomi bakterie

Klebsiella pneumoniae.

3.2 Otestovani kvality vstupnich dat

Pred samotnym slozenim genomi je potreba otestovat sekvenacni data a zjistit, zda

jsou dostatecné kvalitni, neobsahuji chyby ¢i zda nedoslo ke kontaminaci vzork.
Jednotlivé genomy byly sekvenovany pomoci [llumina sekvenatoru a bylo pou-

zito parové-koncové sekvenovani (z angl. paired-end sequencing), coz znamena, ze

pro jeden fragment mame sekvenované oba konce. Pro otestovani kvality ¢teni jsme
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pouzili program FastQC [32], ktery provadi samotnou kontrolu dat a MultiQC [33]
pro zobrazeni jednotlivych vysledkii.

Jelikoz bylo pouzito parové-koncové sekvenovani, dostali jsme pro kazdy genom
dva soubory (Cteni v pfimém a zpétném sméru), a tudiz nasledna analyza probihd
pro oba dva.

Pro kazdy genom byla nejprve vyhodnocena obecna statistika, ktera zahrnuje
nazev soubort s jednotlivymi ¢tenimi, pocet duplikovanych ¢teni, primérny obsah
GC, prumeérnou délku cteni a celkovy pocet ¢teni. Priklad ziskanych tudaja pro ge-

nom S10 je uveden v tab. 3.2.

Tab. 3.2: Obecné informace o testovanych ¢teni pro genom S10.

pocet R N .
duplikovasch prumérny | pramérna celkovy
nazev P L, Y obsah GC | délka ¢teni | pocet cteni
ctent [%0] [bp] [miliony]|
KP177_S10 _L001_R1 001 4,1 56 247 0,8
KP177_S10 _L001_R2 001 3,8 57 247 0,8

V dalsi casti se analyzuje prumérna kvalita jednotlivych pozic ve vSech cteni,
tzn. Phred skére (obr. 3.2), kterd by neméla klesnou pod hodnotu 20, pficemz ¢im
vyssi je hodnota kvality, tim 1épe probihd rozpoznani baze (z angl. base calling).

Phred skore se pouziva pro zméreni presnosti rozpoznani baze, pricemz se jedna
o béznou metriku vyuzivanou pro ohodnoceni presnosti sekvenovaci platformy. Ozna-
cuje tedy pravdépodobnost, ze dand baze je sekvenatorem rozpoznand Spatné.

Néasledné se vyhodnocuje primérna kvalita pro ¢teni, tzn. kolik ¢teni o dané
prumérné kvalité sekvenacni data obsahuji (obr. 3.3) a pomér zastoupeni jednot-
livych béazi (A, C, G, T) v ramci jedné pozice ve ¢teni (obr. 3.4), pricemz rozdil
mezi zastoupenim A a T nebo G a C by nemél dosahovat hodnoty vyssi jak 20 %.

Daéle testujeme prumérny obsah GC pro celou délku kazdého cteni (obr. 3.5),
pricemz je zkouméno, zda ziskana data kopiruji k¥ivku normalniho rozdéleni ob-
sahu GC. Pokud se tak nestalo a ziskand kfivka ma neobvykly tvar, mohlo dojit
ke kontaminaci knihovny.

Jestlize sekvenator nedokaze s dostatecnou presnosti rozpoznat bézi, pritadi
na konkrétni pozici pismeno N. V analyze se kontroluje obsah N pro jednotlivé
pozice ve vSech ¢teni (obr. 3.6), ktery by nemél byt vétsi nez 20 %.

Nésledné se kontroluje pocet ¢teni o jednotlivych délkach (obr. 3.7) a stupen
duplikace kazdého ¢teni v knihovné (obr. 3.8), pricemz by se nemélo stat, ze pocet

neunikatnich ¢teni bude vétsi nez 50 % vsSech ¢teni.
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Obr. 3.2: Graf ukazujici primérnou kvalitu pozic ve vSech ¢teni pro genom S10.
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Obr. 3.3: Graf znazornujici pocet ¢teni o dané kvalité pro genom S10.
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Obr. 3.4: Graf zobrazujici pomér zastoupeni jednotlivych nukleotidovych bazi ve

¢teni pro genom S10.
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Obr. 3.5: Graf s primérnym obsah GC ve ¢teni pro genom S10.
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Obr. 3.6: Graf popisujici obsah bazi oznac¢enych N pro genom S10.
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Obr. 3.7: Graf vyobrazujici pocet ¢teni dané délce pro genom S10.
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Obr. 3.8: Graf popisujici pocet duplikovanych ¢teni pro genom S10.
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Obr. 3.9: Graf zobrazujici obsah adaptori pro genom S10.
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Zaroven se sleduje, zda se néktera sekvence nevyskytuje az prilis casto, coz by
mohlo indikovat kontaminaci a téz se testuje obsah adaptoru (3.9), coz jsou kratké
oligonukleotidové sekvence, od kterych probiha sekvenovani fragmenti.

Testovani bylo provedeno pro vsech 24 genomt Klebsiella pneumoniae. U vSech
genomu byla zjisténa snizend kvalita ¢teni ve zpétném sméru, pricemz tato skutec-
nost byva velmi casto zpusobena vysokou hustotou sekvenacnich shluki na sekve-
nacni desticce. Nicméné, pokles kvality neni extrémni, a tudiz je kvalita pro nasi

préaci dostacujici.

3.3 Slozeni genomii

V dalsim kroku bylo jiz provedeno samotné slozeni sekvenacnich dat. Pro skladani
genomu byl pouzit program Burrows-Wheeler Aligner (BWA) [34]. Skladani bylo
provedeno oproti referenénimu genomu Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
HS11286 (NC_016845), ktery byl ziskan z databdze NCBI. Tento genom je v da-
tabazi uvadén jako referencni genom pro zkoumanou bakterii, a proto byl pouzit.
Béhem skladani byl nejprve nastaven referenéni genom a nasledné byla nac¢tena jed-
notliva ¢teni, kterd byla poté prifazena k referencnimu genomu, ¢imz jsme ziskali
slozeny genom ve formatu SAM (Sequence Alignment Map).

Poté byl pouzit program Samtools [35] k odstranéni nenamapovanych c¢teni a
k prevedeni sestaveného genomu do formatu BAM (Binary Alignment Map). Usek
ziskaného slozeného genomu je zobrazen na obr. 3.10 pomoci programu Tablet [36],
kde jsou vidét jednonukleotidové zmény, které mohou slouzit pro odliseni jednotli-
vych bakteridlnich linii.

Pocet celkovych, namapovanych a nenamapovanych ¢teni je uveden v tab. B.1.

Z nasich sestavenych dat byl nakonec pro kazdy genom vytvoren konsenzus, ¢imz

jsme ziskali jednotlivé sekvence pro vsech 24 genomu ve formatu FASTA.

3.4 Hledani genu

Z referenéniho genomu ziskaného z NCBI byly vyextrahovany jednotlivé geny, které
byly nasledné vyhledavany v nasich analyzovanych genomech. Vyhledavani bylo pro-
vedeno pomoci algoritmu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [37], ktery
slouzi pravé k nalezeni podobnych oblasti v biologickych sekvencich.

Zde se vsak ukazuje nevyhoda skladani sekvenacnich dat vici referenci, jelikoz
pokud byly nékteré geny obsazeny pouze v analyzovanych genomech, a ne v refe-
renci, nedoslo béhem skladani k jejich namapovani a skoncily v nenamapovanych

¢teni. Z tohoto diivodu by bylo lepsi poskladat data de novo, nicméné zde bychom
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Obr. 3.10: Ukazka zarovnani v programu Tablet.

neobdrzeli jednu dlouhou sekvenci, ale velké mnozstvi nékdy i kratkych kontigt, se
kterymi by se nasledné htuite pracovalo a cela analyza by byla vypocetné narocnéjsi.

Nicméné abychom zjistili, kolik genti mohlo byt obsazeno v analyzovanych ge-
nomech, a nikoliv v referenci, byla provedena nasledujici analyza. Pro 4 vybrané
genomy, kde kazdy nalezi jinému melt-typu doslo nejprve k namapovani jednotli-
vych ¢teni k referenénimu genomu a k presunuti nenamapovanych ¢teni do nového
souboru, na némz bylo nasledné provedeno skldadani de novo za pomoci programu
CLC Genomics Workbench [38]. Vysledkem bylo ziskdni v priméru 5000 kontigi
o ruzném prumérném pokryti (z angl. average coverage), z nichz byly vybrany ty,
jejichz priumérné pokryti dosahovalo hodnoty alespon 100 a vice, ¢imz bylo ziskano
prumeérné 100 kontigt. Tyto kontigy byly poté vyhledany pomoci webové verze al-
goritmu BLAST, ktera je propojena s databazi NCBI, a jako referen¢ni organismus
byla zvolena bakterie Klebsiella pneumoniae. Ze ziskanych vysledkt jsme zjistili,
ze vetsina nenamapovanych ¢teni obsahuje tiseky z rtiznych plazmida a pouze mala
¢ast (cca 10 %) obsahuje geny, jez se nachazeji na chromozomu a které nem4 zvolena
referenc¢ni sekvence. Jelikoz tedy pocet genii v nenamapovanych ¢teni neni vyrazné

signifikantni, bylo vybrano mapovani k referenci.
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3.5 Navrzeny program

Program find_variable parts byl vytvoren v prostiedi MATLAB R2017a, pricemz
pii jeho tvorbé byl pouzit i Bioinformatics toolbox. Ukolem programu je projit
vsechny FASTA soubory, které obsahuji geny z referen¢niho genomu, které byly
nalezené pomoci algoritmu BLAST v analyzovanych genomech a z nich vybrat ty,
které vykazuji vétsi miru variability, a tudiz je mozné je pouzit pro genotypizaci.
Samotny program se sklada z nékolika funkci, jejichz princip je teoreticky po-
psan v nasledujicich sekcich. Vyvojovy diagram navrzeného algoritmu je uveden

v priloze A.1.

3.5.1 Nacteni sekvenci a kontrola obsahu

V prvnim kroku dochézi k nacteni seznamu vsech FASTA soubort pomoci funkce
fasta__from__current _dir, ¢imz ziskdme strukturu obsahujici predevsim nazvy jed-
notlivych soubort, jejich velikost a pocet genii.

Nasledné je pomoci funkce load__sequences nacten vzdy jeden soubor, ktery obsa-
huje jeden gen v analyzovanych genomech, ¢imz ziskdme jednotlivé sekvence véetné
hlavicek. Zaroven je pred kazdym nactenim ovéreno, zda soubor obsahuje sekvence.
Pokud ne, je takovyto soubor zapsan do seznamu empty genes, coz znamena, ze se
gen z reference nevyskytuje v nasich analyzovanych genomech. Seznam téchto genti
a jejich genovych produkti je uveden v tab. B.2. V opac¢ném pripadé je sekvence
s hlavickami nahrana a zaroven je urcen pocet sekvenci v souboru.

Nakonec je ovéreno, zda je v souboru pritomen gen u vsSech analyzovanych ge-
nomu. Jestlize ano, postupuje soubor v analyze dal, v opacném piipadé je soubor
zapsan do seznamu missing__gene__in__sequence a jiz nevstupuje do dalsitho kroku,
protoze genové tUseky, které chceme pouzit pro genotypizaci, se musi vyskytovat
u vSech genomfi.

Program find__variable__part probiha postupné vzdy pro jeden soubor, tzn. pro je-

den gen.

3.5.2 Zarovnani sekvenci

Sekvence v ramci jednoho genu jsou vicenasobné zarovnany pomoci prikazu mul-
tialign. Jelikoz se jedna o nukleotidové sekvence je jako skorovaci matice pouzita
'NUC44’. Priklad tseku ze zarovnaného genu je uveden na obr. 3.11, kde vidime i
variabilni pozice, které mohou slouzit k rozliSeni jednotlivych bakteridlnich linii.
Néasledné je v ramci zarovnani jednoho genu urcena délka kazdé sekvence bez za-

rovnavacich mezer. Pokud jsou ziskané délky stejné dlouhé, neprovadi se zadna akce
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Obr. 3.11: Ukazka ¢asti zarovnaného genu.

a soubor s genem pokracuje dal. Avsak jestlize jsou délky riuzné dlouhé, dojde k orezu

zarovnani.

3.5.3 Orezani zarovnanych sekvenci

K ofezani zarovnanych sekvenci dojde v ptipadé, ze jednotlivé sekvence daného genu
nejsou stejné dlouhé, tzn. obsahuji zarovnavaci mezery. Nejprve se pomoci funkce
is__cut__effective zjisti, zda existuje usek, ktery je spole¢ny pro vsechny sekvence. Po-
kud se zadny nenajde, nemé smysl ofezévat zarovnani a soubor s genem je vyloucen
z analyzy.

Jestlize je nalezen spolecny usek, dojde k orezani pomoci funkce neccessary
to_cut_sequences. Pro zarovnané sekvence jsou zjistény oblasti, ve kterych jsou
pritomny vSechny sekvence (bez zarovnavacich mezer) a nasledné jsou takovéto ¢asti
zarovnani orezany a postupuji v analyze déle.

Vystupem funkce je zarovnani, které obsahuje sekvence bez zarovnavacich mezer,

pricemz pro jeden soubor muzeme ziskat i vétsi pocet zarovnani.

3.5.4 Variabilita genu

Abychom mohli z analyzovanych gentt vybrat potencionalné vhodné geny pro genoty-

pizaci je provedeno testovani variability. Nejprve je pomoci funkce count procentual
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__changes__for__alignment, do které vstupuje zarovnani daného genu, vypocteno, zda
je gen alespon ze 3 % variabilni. Variabilita je spoctena jako pocet pozic v zarovnani,
kde se nachazi alespon jedna rozdilna baze vici ostatnim, délend délkou zarovnani
a poté prevedena na procentualni hodnotu.

Nasledné je zjisténo, zda vybrand variabilni zarovnani maji délku alespon 70 bp.
Jestlize nesplnuji uvedené kritérium, jsou takovato zarovnani vyrazena.

Pomoci funkce count _alignment__index jsou vybrany variabilni iseky ze zarovna-
nych gent. Pokud je délka zarovnani mezi 70 az 100 bp, je jednoduse spocten pocet
variabilnich pozic (pozice, kde se nachazi alespon jeden jiny nukleotid oproti ostat-
nim). Pokud je takovychto pozic alespon 10, je gen oznacen jako potenciondlné
vybrany a postupuje v algoritmu do dalsiho kroku.

Pro zarovnani delsi nez 100 bp, je téz proveden vypocet variabilnich pozic, avsak
s tim rozdilem, Ze vypocet probihd v posuvném okné o délce 100 a s prekryvem
1 nukleotid. S oknem zacindame na zacatku zarovnani a vzdy je v ném vypocitan
pocet variabilnich pozic. Pokud je vysledny pocet alespon 10 bazi, je pro prvni okno
ulozena hodnota 1, pokud zde neni dosazeno pozadované variability je ulozena hod-
nota 0. Nésledné se okno posune o jeden nukleotid déle a vypocet je proveden znovu.
Jako vysledek ziskame vektor 0 a 1, pricemz 1 znaci variabilni oblasti. Pro okna ozna-
cené 1 je ziskan jejich zacatek a konec v zarovnanych sekvencich. Pokud se nachazi
nékolik 1 za sebou, je ziskan index zacatku pro zacatek prvniho okna a koncovy
index pro konec posledniho okna. Jako vysledek dostaneme seznam indext variabil-
nich oblasti v zarovnani, pomoci kterého 1ze nasledné ziskat sekvence variabilnich
usek.

Zvoleni jednotlivych prahti byla vybrano na zakladé testovani, které je uvedeno
v kapitole 3.6.1.

3.5.5 Fylogeneticka analyza

Pro analyzované sekvence je nejprve zjisténo, zda neobsahuji na nékteré pozici bazi
oznacenou N. Pokud ano, je takovyto gen, ktery obsahuje v nékteré sekvenci uvede-
nou bazi, vyloucen z analyzy.

Pro variabilni tseky sekvenci je nasledné spocitana evoluéni vzdalenost pomoci
modelu Jukes-Cantor dle nasledujictho vzorce:

3 4
=—Z.n(l—p-- 1
d=—3 tn(l=p-3), (31)

kde d je hledanéa evoluc¢ni vzdélenost a p je proporcionalni vzdalenost mezi dvéma
sekvencemi (pocet bodovych mutaci vztazeny na délku). Ze ziskanych evoluénich

vzdalenosti je zkonstruovan fylogeneticky strom pomoci metody UPGMA.
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Néasledné je na ziskanych datech zkontrolovano, zda byly jednotlivé sekvence
rozdéleny do spravnych skupin, které odpovidaji jednotlivym melt-typim. K tomu
je pouzit prikaz cluster, ktery oznaci sekvence hodnotou odpovidajiciho shluku (1-4).
Pro kazdy shluk je poté zjisténo, zda obsahuje vSechny sekvence daného melt-typu.

Pokud ano, postupuje variabilni isek v analyze déle.

3.5.6 Teplota tani

Pro vSechny sekvence v ramci jednoho genu je vypoctena teplota tani metodou
nejblizsiho souseda [39], ktera je oznacena za nejvic presnou metodu pro vypocet.
Teplota je stanovena dle néasledujiciho vzorce:

_ AH
" A+ AS+R-In(9))

— 273,15+ 16,6 - log [Na*|, (3.2)

kde T, je teplota tani, AH oznacuje zménu entalpie, A je konstanta (A =-0,0108
kcal K=1 - mol™'), AS znac¢i zménu entropie, R je plynova konstanta (R = 0,00199
kcal K= - mol™'), C popisuje koncentraci oligonukleotidi (byla pouZita hodnota
0,0000005 mol L~1), -273,15 je konverzni faktor k pfeméné ocekavané teploty v K
do °C a Na™ je koncentrace sodikovych iontt (byla pouZita hodnota 0,05 mol- L™1).

Hodnoty entalpie a entropie pro nejblizsi sousedy byly pouzity podle tab. 3.3.

Jestlize se v sekvencich vyskytla béze, kterd neni uvedena v tabulce (napt. R
- zna¢i A nebo G), je vypoctena hodnota entropie a entalpie jako prumér hodnot
moznych sousedii.

Poté je pro kazdy par genomu urcena vzdalenost dy; pomoci Euklidovské metriky

jako:

dy = (s — @) (s — 7)), (3.3)

kde z, a x; jsou dvé rizné teploty tani.
Néasledné je spocitana primérnd vzdalenost d mezi vSemi dvojicemi objektii

v kazdém shluku dle vzorce:

1 Ny Ns

SN dist(w4, ), (3.4)

NeMs 521 521

d(r,s) =

kde 7 a s jsou shluky, n, a ny je pocet objektti v shluku r a s a z,; a x;; je i-ty
nebo j-ty objekt ve shluku r nebo ve shluku s. Pro vytvoreni dendrogramu byla
pouzita metoda UPGMA. [40]

Po shlukové analyze bylo stejné jako u fylogenetické analyzy zjisténo, zda byla
analyzovana data spravné rozdélena do ¢tyr shlukt dle jednotlivych melt-typta. Po-

kud ano, jsou useky oznacené jako variabilni.
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Tab. 3.3: Hodnoty entalpie a entropie pro dvojice sousednich bazi.

interakce Al AS
[kcal - mol™'] | [kcal - K—' - mol™1]
AA -9,1000 -0,0240
AT -8,6000 -0,0239
TA -6,0000 -0,0169
CA -5,8000 -0,0129
GT 26,5000 20,0173
CT ~7.8000 20,0208
GA °5.6000 20,0135
G ~11,9000 20,0278
GC -11,1000 -0,0267
GG ~11,0000 20,0266
AC -6,5000 -0,0173
AG -7,8000 -0,0208
TC -5,6000 -0,0135
TG -5,8000 -0,0129
cC ~11,0000 20,0266
TT -9,1000 -0,0240

3.6 Testovani programu

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny ziskané vysledky vcetné nastaveni jednot-
livych parametri. Nasledné je zde popsano testovani ziskanych vysledki na novych

genomech.

3.6.1 Nastaveni parametri

V ramci programu find_ variable _part 1ze nastavit dva prahy, které nam umoznuji
vyfiltrovat méné variabilni geny. Prvnim prahem, ktery se dé zvolit je variabilita
genu, kterd je urcena jako celkovy pocet pozic v zarovnani jednoho genu, kde se
nachazi alespon jedna odlisna baze, podéleny celkovou délkou zarovnani a prevedeny
na procenta. V ramci testovani bylo vyzkouSeno rozmezi hodnot od 2 % do 6 %.

Dalsim parametrem, ktery lze zvolit je pocet variabilnich pozic v okné o délce
100 nukleotid, pro ktery bude dany tisek vyhodnocen jako variabilni. Byly vyzkou-
seny hodnoty 5, 10 a 15 pozic na 100 nukleotidti, ptricemz pro tseky kratsi nez 100
nukleotidi, byly testovany hodnoty 5 a 10.

Pocet nalezenych genovych tsekt pro rtiznd nastaveni parametri je zobrazen
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na obr. 3.12 a kompletni vysledky jsou uvedeny v tab. B.3, tab. B.4, tab. B.5.
Jako findlni hodnoty prahu byly vybrany: 3 % variabilita a 10 variabilnich pozic
na 100 nukleotidti, protoze zde vychazel optimalni pocet variabilnich usekt. Pokud
by byly hodnoty prahti nastaveny na prilis vysokou hodnotu, doslo by k nalezeni
mensiho poc¢tu variabilnich genovych tseki, které by nemusely byt schopny rozlisit
jednotlivé bakteridlni linie ve vSech ptipadech. Naopak pokud by pro hodnoty prahti
byly zvoleny nizké hodnoty, vedlo by to k nalezeni velkého poctu variabilnich tsek1,

a tudiz by se zvysila ¢asova naroc¢nost provedeni mini-MLST v laboratotich.
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Obr. 3.12: Pocet nalezenych variabilnich tiseki pro rtizné hodnoty variability a

poc¢tu zmén na 100 nukleotidti.

3.6.2 Vybér evoluéniho modelu

Pro vypocet evolucni vzdalenosti mezi sekvencemi, kterou pouzivame k vytvoreni
fylogenetickych stromti, byl pouzit model Jukes-Cantor, ktery predpoklada, ze se
vsechny nukleotidy vyskytuji se stejnou frekvenci. Pii pouziti tohoto modelu bylo
ziskano 41 variabilnich genovych tsekti. Téz byl otestovan evoluéni model Kimura,
ktery je zalozen na predpokladu, Ze tranzice se vyskytuji castéji nez transverze.
Nicméné z testovacich dat bylo potieba odstranit sekvence, které obsahuji jiné nuk-

leotidy nez zakladni ¢tyti (A, C, G, T), jelikoz s nimi pouzity model neumi pracovat.
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Bylo zjisténo, ze vybér evoluéniho modelu signifikantné neméni pocet naleze-
nych variabilnich genovych tsekt, a proto byl pro jednoduchost zvolen model Jukes-

Cantor.

3.6.3 Fylogeneticka analyza a analyza teplot tani

Fylogeneticka analyza je schopna rozlisit jednotlivé linie na zakladé evolucéni vzda-
lenosti. Tedy jako vysledek analyzy obdrzime fylogeneticky strom, kde ptibuzné
sekvence jsou blize u sebe nez vzdalené a vychazeji ze stejného uzlu.

V nasem pripadé byla za fylogenetickou c¢ast zarazena analyza, ktera je zalozena
na teplotach tani sekvenci, jelikoz béhem testovani bylo zjisténo, ze ackoliv fylogene-
ticky lze sekvence spravné rozttidit do skupin odpovidajici jednotlivym melt-typtm,
mohou mit podobnou teplotu tani, a tudiz by béhem typizaci za pouziti mini-MLST,
ktera analyzuje pravé krivky tani, nedoslo ke spravnému odliseni bakterialnich li-
nii. Priklad takového genového tseku je uveden na obr. 3.13, kde ve fylogenetickém
stromé jasné vidime ¢tyti vytvorené shluky a na obr. 3.14, kde po analyze teplot

tani byly identifikovany pouze tfi.

melt 61 _
Bmelt 98
melt 29
HEmelt 23

| I N TN T N N U N N N N N N N N N N N N N N
)
N
o
nazev genomu

1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04
evolu¢ni vzdalenost [-]

Obr. 3.13: Fylogeneticky strom.

3.6.4 Vysledky

Ziskané vysledky jsou uvedeny v tab. 3.4. Délka nalezenych tisekti se pohybuje v roz-

mezi 100 - 346 bp a pocet variabilnich pozic je od 10 do 43. Riznorodé oblasti byly
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Obr. 3.14: Shlukova analyza teplot tani.

nalezeny ve 38 genech, pticemz pro 3 geny byly nalezeny 2 variabilni oblasti. V tab.

B.6 je uveden seznam gent, které obsahuji variabilni iseky a jejich genové produkty.

3.6.5 Testovani variabilnich Gseku

Variabilni tiseky byly testovany na dalsich 12 genomech bakterie Klebsiella pneumo-
niae. Jednotlivé nazvy genomu a jejich melt-typy jsou uvedeny v tab. 3.5.

Nejprve byly pomoci nastroje BLAST vyhledany variabilni geny, které obsahuji
variabilni genové tiseky, v analyzovanych genomech. Poté byly v nalezenych genech
vyhledany variabilni genové tiseky, a to opét pomoci uvedeného nastroje. Jako vari-
abilni ¢ast, které se hledala, byl vzdy pouzit variabilni isek z genomu S1. V dalsim
kroku bylo zkontrolovano, zda se hledana ¢ast naléza u vSech genomt a zda je vSude
stejné dlouhd. Bylo zjisténo, zZe tseky se nalézaly vzdy u vSech genomii, avsak u né-
kterych genovych tseku bylo potfeba provést orez, pricemz se postupovalo stejné
jako je uvedeno v kapitole 3.5.3. Nasledné byly variabilni tseky analyzovany.

V prvnim kroku byla opét provedena fylogenetické analyza. Pro ziskané vy-
sledky bylo zkontrolovano, zda byly jednotlivé genomy spravné zarazeny do shluku,
ktery odpovida danému melt-typu. Ze 41 analyzovanych variabilnich tseki byl je-
den tsek vyloucen, jelikoz obsahoval baze oznacené pismenem N. Celkové vysledky
pro vsechny variabilni tseky jsou uvedeny v tab. 3.6, pricemz melt 1 obsahuje ge-
nomy 525, 526, S35, S36, do meltu 2 patii S27, S28, S31, S32, melt 3 se sklada z S29
a 930 a do posledniho meltu 4 pat¥i $S33 a S34. Uhlop¥{¢né jsou vyznacena procenta

spravné klasifikovanych genomt dle jednotlivych melt-typt. Jak vidime, hodnoty se
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Tab. 3.4: Seznam nalezenych variabilnich tisekt schopnych spravné rozlisit

jednotlivé melt-typy u genomu S01 - S24.

.. délka pocet i délka pocet
cislo Lo cCislo
variabilniho | variabilnich variabilniho | variabilnich
S dseku [bp] pozic SEM 1 dseku [bp] pozic
224 307 37 2738 222 23
250 172 14 2745 177 17
448 175 15 2752 193 17
449 114 11 2840 203 20
536 177 16 2883 100 10
569 103 10 3010 161 13
582 356 33 3019 167 15
582 2 217 22 3030 106 11
584 157 13 3052 195 17
584 2 298 28 3065 106 10
632 164 16 3534 225 25
789 218 23 3554 145 12
863 121 10 35542 100 10
2067 174 15 3715 346 41
2296 109 10 4372 286 27
2315 196 18 4641 144 12
2376 321 36 5230 199 19
2380 343 43 5235 130 11
2702 178 21 5236 106 11
2720 157 14 5239 154 14
2728 121 11

Tab. 3.5: Seznam testovanych genomiu a jejich melt-typy.

genom | melt-typ | genom | melt-typ
525 61 S31 14
526 61 S32 14
S27 14 S33 16
528 14 S34 16
529 98 S35 61
S30 98 536 61
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pohybuji primérné okolo 84,50 %. Nejlepsi hodnoty byly ziskdny pro melt 1, kde
bylo spravné zatazeno 93,13 % a nejhorsi hodnoty byly obdrzeny pro melt 4, kde
bylo spravné klasifikovano pouhych 76,25 %.

Ve druhém kroku byly pro vsechny variabilni tseky kromé jednoho, ktery byl
vylouc¢en v predchozim kroku, vypocteny teploty tani a nasledné byla provedena
shlukova analyza. Opét bylo zkontrolovano, zda jsou genomy stejného melt-typu
ve stejném shluku. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tab. 3.7. Zarazeni genomi
do melt-typu je stejné jako v pripadé fylogenetické analyzy a tthlopricné jsou opét
vyznacena procenta, ktera oznacuji pocet spravneé klasifikovanych genomu do melt,
pricemz prumér hodnot je zhruba 83,4 %. Nejlépe vysel melt 2, kde bylo spravné za-
fazeno 96,25 % a nejhure opét dopadl melt 4, kde bylo spravné rozpoznano pouhych
61,25 %.

Tab. 3.6: Matice zmateni pro vysledky ziskané z fylogenetické analyzy.

predpokladané
melt 1 melt 2 melt 3 melt 4
melt 1| 93,13 % | 2,50 % 1,88 % 2,50 %
., | melt 2| 10,00 % | 88,75 % | 1,256 % 0,00 %
skutecné
melt 3 | 0,00 % 20,00 % | 80,00 % | 0,00 %
melt 4 | 5,00 % 16,25 % 250 % | 76,25 %

Tab. 3.7: Matice zmateni pro vysledky ziskané z analyzy teplot tani.

predpokladané
melt 1 melt 2 melt 3 melt 4
melt 1 | 91,25 % | 4,38 % 0,63 % 3,75 %
. L |melt 2| 250% |96,25 % | 1,25% 0,00 %
skutecné
melt 3 | 5,00 % 10,00 % | 85,00 % | 0,00 %
melt 4 | 8,75 % 22.50 % 750 % | 61,25 %

Zéaroven bylo zjisténo, ze 16 variabilni tsekl dokaze na zdkladé fylogenetické
analyzy spravné odlisit jednotlivé melt-typy a 14 variabilni tsekd rozlisi melt-typ
na zakladé analyzy teplot téni (viz tab. B.7). Porovnanim tuseku ziskanych z jed-
notlivych analyz bylo zjisténo, ze 14 usekt se shoduje v obou pripadech, a proto
byly vybrany jako finalni tiseky, které jsou schopny spravné provést genotypizaci a
rozlisit jednotlivé linie bakterie Klebsiella pneumoniae. Cisla gentl, které obsahuji

variabilni tiseky, délka tisekii a pocet variabilnich pozic je uveden v tab. 3.8.
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Tab. 3.8: Seznam variabilnich genovych tisekii schopnych spravné rozlisit jednotlivé

melt-typy u genomu S25 - S36.

.. délka pocet .. délka pocet

cislo et . . et . cislo et . . et .
variabilniho | variabilnich variabilniho | variabilnich

genu ., . genu ., .
useku [bp] pozic useku [bp] pozic

448 175 14 3010 161 13

54 2 296 27 3019 167

2296 109 10 3030 105

2315 168 12 3554 145

2376 321 35 3554 2 99

2840 203 18 4372 276 23

2883 90 5 5239 154 14
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4 ZAVER

V prvni poloviné teoretické ¢asti jsou popsany typizacni metody, véetné jejich vyhod
a nevyhod. Nasledné je ¢tenar seznamen s bakteridlnim genomem, s organismem
Klebsiella pneumoniae véetné jeho genomu a je mu objasnéna antibioticka rezistence
vyse uvedené bakterie.

V praktické ¢asti prace je popsano otestovani vstupnich dat a jejich nasledné slo-
zeni, poté je predstaven navrzeny program pro hledani variabilnich genovych tseku.
V dalsi sekci je popsano nastaveni jednotlivych parametri a zdtivodnén jejich vy-
bér. Nasledné jsou uvedeny ziskané vysledky, jez zahrnuji vybrané variabilni genové
useky vcetné jejich délky a pocétu variabilnich pozic. Tyto tiseky jsou poté otesto-
vany na dalsich 12 genomech. V posledni ¢asti jsou uvedeny genové tuseky, které
byly vybrany jako findlni a jsou tedy schopny rozlisit jednotlivé bakterialni linie,
respektive melt-typy.

Program find_variable parts byl spustén na 24 genomech bakterie Klebsiella
pneumoniae, které patrily do 4 melt-typta. Jako vysledek bylo obdrzeno 41 varia-
bilnich genovych useku, pricemz byly nalezeny u celkem 38 genu (u 3 gena byly
identifikovany 2 variabilni oblasti).

Vysledky byly otestovany na dalSich 12 genomech, které patrily opét do 4 melt-
typt. Pro kazdy variabilni tisek byl zkonstruovan fylogeneticky strom a strom vznikly
shlukovou analyzou teplot tani. Ze ziskanych dat bylo zjisténo, ze 16 variabilnich
usekti spravné rozlisi jednotlivé melt-typy na zakladé fylogenetické analyzy a 14
usekii je schopno klasifikovat bakteridlni linie pomoci analyzy teplot téani. Porov-
nanim obou skupin bylo tedy zjisténo, ze 14 genovych tsekt je schopno spravné
rozlisit bakterialni linie u testovacich dat, a proto byly pravé tyto useky vybrany
jako finalni.

Zvolené variabilni genové tseky by mély byt v budoucnu pouzity pro typizaci po-
moci mini-multilokusové sekvenéni typizace, kde by se mély zaradit vedle provoznich
gentl a tim zvysit rozliSovaci schopnost uvedené metody.

Rezistence vici antibiotikiim je u bakterie Klebsiella pneumoniae stale na vze-
stupu a téz roste pocet multirezistentnich linii, které mohou v budoucnu zptsobit
tézko zvladatelné epidemie. Z uvedeného plyne, Ze je nezbytné stale pracovat na no-
vych zpusobech typizace, popiipadé zkvalitnovat jiz existujici metody, abychom byli
schopni v pripadé potieby vcas identifikovat a izolovat pravé rezistentni linie, pri-

c¢emz kritickymi parametry je nadale presnost, rychlost a dostupnost.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

A adenin

AFLP polymorfismus délky amplifikovanych fragmentti
BAM Binary Alignment Map

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BWA Burrows-Wheeler Aligner

bp paru bazi

C cytosin

DNA deoxyribonukleova kyselina

G guanin

HRM vysokorozliSovaci analyza krivek tani

kb kilobaze

mini-MLST mini-multilokusova sekvenéni typizace

MLST multilokusova sekvenéni typizace

NCBI National Center for Biotechnology Information
NGS sekvenovani dalsi generace

PCR polymerazova fetézova reakce

PFGE pulzni gelova elektroforéza
RAPD nahodné amplifikace polymorfni DNA
RE restrikéni enzym

rep-PCR  repetitivni polymerazova retézova reakce

RFLP polymorfismus délky restrik¢nich fragmenti
SAM Sequence Alignment Map

SNP jednonukleotidovy polymorfismus

T thymin

uv ultrafialové zareni

VNTR variabilni mnozstvi tandemovych repetic
WGS celogenomové sekvenovani
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A VYVOJOVY DIAGRAM PROGRAMU
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Obr. A.1: Vyvojovy diagram programu find_ variable parts.
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B TABULKY

Tab. B.1: Pocet celkovych, namapovanych a nenamapovanych ¢teni pro

analyzované genomy.

3 celkovy pocet pocet
nazev pocet namapovanych nenamapovanych
SEROT | %teni Eteni Eteni
S01 3305724 | 2274686 /68,81 % | 1031038 /31,19 %
S02 4 650 400 | 3 637 485 / 78,22 % | 1 012 915 / 21,78 %
S03 2662 038 | 1928 886 / 72,46 % | 733 152 / 27,54 %
S04 3014 868 | 2 115 162 / 70,16 % | 899 706 / 29,84 %
S05 3780800 | 2922275 / 77,29 % | 858 525 / 22,71 %
S06 4739 680 | 3438 640 / 72,55 % | 1 301 040 / 27,45 %
S07 3905 676 | 3028 505 / 77,54 % | 877 171 / 22,46 %
S08 4276 292 | 3050 361 / 71,33 % | 1 225 931 / 28,67 %
S09 2296492 | 1738282 / 75,69 % | 558 210 / 24,31 %
S10 4 788 804 | 3475937 / 72,58 % | 1 312 867 / 27,42 %
S11 5474 258 | 4304 504 / 78,63 % | 1 169 754 / 21,37 %
S12 3636324 | 2843990 / 78,21 % | 792334 / 21,79 %
S13 2753496 | 2 129 558 / 77,34 % | 623 938 / 22,66 %
S14 2562 874 | 2093 840 / 81,70 % | 469 034 / 18,30 %
S15 2299 112 | 1 855 290 / 80,70 % | 443 822 / 19,30 %
S16 2074024 | 1686 060 / 81,29 % | 387 964 / 18,71 %
S17 1939 256 | 1 587 903 / 81,88 % | 351 353 / 18,12 %
S18 2659 314 | 2 140 931 / 80,51 % | 518 383 / 19,49 %
S19 1971 630 | 1 567 503 / 79,50 % | 404 127 / 20,50 %
S20 1740 434 | 1 405 754 / 80,77 % | 334 680 / 19,23 %
S21 1817226 | 1472310 / 81,02 % | 344 916 / 18,98 %
S22 1627 112 | 1279 554 / 78,64 % | 347 558 / 21,36 %
523 2060 586 | 1499 025 / 72,75 % | 561 561 / 27,25 %
S24 1514126 | 1192 178 / 78,74 % | 321 948 / 21,26 %
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Tab. B.2: Seznam genti, které se nenachéazeji v analyzovanych genomech a jejich

genové produkty:.

¢islo genu genovy produkt
541 hypothetical protein
542 hypothetical protein
550 phage immunity repressor protein
1001 hypothetical protein
1005 phage immunity repressor protein
1007 hypothetical protein
1011 hypothetical protein
1012 cobyrinic acid a,c-diamide synthase
1238 putative phage-like protein
1240 hypothetical protein
1243 hypothetical protein
1246 bacteriophage CII family protein
1251 hypothetical protein
1252 hypothetical protein
1256 putative ninG protein
1261 hypothetical protein
1280 hypothetical protein
1283 hypothetical protein
1287 hypothetical protein
1363 LuxR family transcriptional regulator
1716 putative Dinl-like damage-inducible protein
1717 hypothetical protein
1718 hypothetical protein
1720 terminase, ATPase subunit
1751 prophage P2 Ogr protein
2241 DNA-binding protein Roi
2250 hypothetical protein
2284 hypothetical protein
2291 hypothetical protein
2292 hypothetical protein
3561 hypothetical protein
3562 hypothetical protein
3563 family 2 glycosyl transferase

Pokracovani na dalsi strance
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Tab. B.2 — pokracovani z predchazejici strany

¢islo genu

genovy produkt

UDP-Gal::undecaprenolphosphate Gal-1-P

3567

transferase
4005 hypothetical protein
4007 hypothetical protein
4008 putative exonuclease CP81
4009 hypothetical protein
4015 hypothetical protein
4022 putative prophage phage head completion protein
4473 hypothetical protein
4480 hypothetical protein
4492 hypothetical protein
4495 hypothetical protein
4508 hypothetical protein
4510 hypothetical protein
4520 hypothetical protein
4522 hypothetical protein
4523 hypothetical protein
4526 hypothetical protein
4808 phage QLRG family, putative DNA packaging
4813 hypothetical protein
4815 putative prophage protein
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Tab. B.3: Pocet nalezenych variabilnich tsek pro rizné hodnoty variabilit a

pro prah 5 zmén na 100 nukleotidi.

variabilita [%] | pocet variabilnich tseku
2 191
3 89
4 43
) 17
6 7

Tab. B.4: Pocet nalezenych variabilnich tsek pro rizné hodnoty variabilit a

pro prah 10 zmén na 100 nukleotidi.

variabilita [%] | pocet variabilnich tseku
2 95
3 41
4 26
) 16
6 8

Tab. B.5: Pocet nalezenych variabilnich tsekt pro rizné hodnoty variabilit a

pro prah 15 zmén na 100 nukleotidi.

variabilita [%] | pocet variabilnich tseku
2 12
3 11
4 6
) 4
6 3
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Tab. B.6: Seznam gent obsahujicich variabilni tiseky a jejich genové produkty:.

¢islo genu genovy produkt

994 DNA-binding response regulator in two-component
regulatory system with ZraS

250 hypothetical protein

448 putative cationic amino acid transport protein

449 putative helix-turn-helix AraC-type

transcriptional regulator
536 putative SN-glycerol-3-phosphate transport
system permease

569 hypothetical protein

582 RND family eflux transporter MFP subunit

-~ copper/silver efflux system outer membrane

protein CusC

632 4-hydroxyphenylacetate catabolism

789 MFS family transporter

863 ABC transporter permease

2067 putative LysR-family transcriptional regulator

2296 hypothetical protein

2315 type VI secretion-associated protein

2376 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase

9330 transcriptional repressor for phenylacetic acid

degradation

2702 hypothetical protein

2720 amidohydrolase, AtzE family

2728 putative beta-ketoacyl synthase

2738 hypothetical protein

2745 guanine deaminase

2752 TENA/THI-4 family protein

2840 NADH oxidoreductase for HCP

2883 hypothetical protein

3010 LysR family transcriptional regulator

3019 putative cytosine deaminase

3030 LysR family transcriptional regulator

3052 LysR family transcriptional regulator

3065 putative ABC transport system ATP-binding

Pokracovani na dalsi strance
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Tab. B.6 — pokracovani z predchéazejici strany

¢islo genu genovy produkt
3534 putative LysR-family transcriptional regulator
3554 UDP-glucose 6-dehydrogenase
3715 sn-glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit C
4372 Ars family arsenical pump
4641 putative SorC-family transcriptional regulator

2-aminoethylphosphonate ABC transporter

5230

ATP-binding protein
5235 phosphonoacetaldehyde hydrolase
5236 putative inner membrane transport protein
5239 hypothetical protein

Tab. B.7: Nalezené genové tiseky schopné odlisit jednotlivé melt-typy u genomi

S25 - S36 ziskané z fylogenetické analyzy a analyzy teplot tani.

fylogeneticka analyza | analyza teplot tani
¢islo genu ¢islo genu

448 3010 448 3010
o84 2 3019 584 2 3019
632 3030 2296 3030
2296 3554 2315 3554
2315 35564 2 2376 3554 2
2376 4372 2840 4372
2840 5235 2883 5239
2883 5239
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C OBSAH PRILOZENEHO CD

« data/ - slozka s vyhledanymi geny v analyzovanych genomech, zarovnanim
genil a s referenénim genomem

« tex/ - slozka se zdrojovym kédem prace pro systém IXTEX

« matlab/ - zdrojovy kéd programu find_variable_parts

 results/ - slozka s nalezenymi variabilnimi useky ve formatu FASTA
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