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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce se zabývá typizací kmenů bakterie Klebsiella pneumoniae. V první 
části jsou představeny metody typizace včetně jej ich výhod a nevýhod. Následně je cha­
rakterizován bakteriální genom a popsána bakterie Klebsiella pneumoniae. V praktické 
části je uveden postup složení jednot l ivých genomů včetně otestování jej ich kvality a 
je představen navržený algoritmus pro nalezení variabilních úseků genů, které vykazují 
vyšší míru variability. Poté jsou uvedeny získané výsledky, které jsou následně otestovány 
na dalších genomech Klebsiella pneumoniae. 
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ABSTRACT 
Th is 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 character ized. Fol lowing part describes data val idat ion, assembly 
of genomes and proposed algori thm for f inding genes with high variability. In last part 
obtained results are presented and val idated on other genomes of Klebsiella pneumoniae. 
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ÚVOD 

Typizace bakter i í předs tavuje důležitý krok vedoucí k nalezení vz t ahů mezi jed­

not l ivými bakter iá ln ími liniemi, což je nezbytné pro porozumění šíření epidemií a 

vyhledání zdrojů nákazy. Typizace je zároveň nepos t r ada t e lná pro detekci přenosu 

nosokomiálních pa togenů , včetně jejich diagnózy a léčby. 

V minulosti byly typizační metody založené převážně na postupech zkoumající 

fenotyp a pouze omezená část se zabývala genotypem. Nicméně, v dnešní době se 

právě genotypizační metody dostávají do popředí , protože na rozdíl od fenotypových 

jsou schopny rozlišit velmi blízce př íbuzné linie. 

Jelikož některé typy bakterie Klebsiella pneumoniae jsou hypervi ru lentn í a re­

zis tentní vůči něk t e rým an t ib io t ikům, a tudíž se velice rychle šíří např íč jednot l ivými 

odděleními nemocnic, je p o t ř e b a mí t k dispozici rychlou, přesnou a cenově nenároč­

nou typizační metodu, k t e rá bude schopna spolehlivě urči t jednot l ivé bakter iá ln í 

linie, aby bylo možné v p ř ípadě výsky tu nebezpečného kmenu okamži tě zamezit 

dalš ímu šíření a předejí t potencionáln í epidemii. 

K řešení výše uvedeného problému může př ispět n á m i navržený postup, k terý 

slouží k nalezení variabilních genových úseků, díky n imž lze bezpečně rozlišit jednot­

livé bakter iá ln í linie. Nalezené úseky budou moci bý t v budoucnu použi ty pro metodu 

m i n i - M L S T , kde bude pro každý genom určen jeho melt-typ, což umožní rozlišení 

linií. 

Cílem teoretické části práce je předs tav i t č tenář i nejčastěji používané molekulární 

metody typizace, včetně jejich výhod a nevýhod. Následně je zde s t ručně charak­

terizován bakter iá ln í genom a p o p s á n a bakterii Klebsiella pneumoniae včetně její 

rezistence vůči an t ib io t ikům. 

V prakt ické část i je p o p s á n a kontrola kvality sekvenačních dat, jejich složení 

a nás ledně navržen algoritmus pro nalezení genových úseků, k te ré vykazují vyšší 

míru variability, a tudíž jsou vhodné pro bakter iá ln í typizaci. V poslední část i jsou 

uvedeny získané výsledky, k te ré jsou následně otes továny a diskutovány. 
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1 TYPIZACE DNA 
Typizační metody pro odlišení linií u bakter i í s tejného druhu jsou nezby tným epi­

demiologickým nás t ro jem pro kontrolu a prevenci infekcí. V posledních letech bylo 

vyvinuto několik nových metod, k teré slouží ke zkoumání molekulární epidemiologie 

mikrobiálních pa togenů. Níže jsou uvedeny nejčastěji používané metody typizace, 

př ičemž každá metoda m á své výhody a nevýhody, tudíž její výběr záleží na ana­

lýze, kterou chceme provést . 

Obecně lze molekulární typizační metody rozdělit do t ř í hlavních skupin: metody 

založené na reštr ikční analýze bakter iá ln í D N A , metody založené na amplifikaci 

vybraných genetických úseků pomocí polymerázové řetězové reakce ( P C R ) a metody 

založené na identifikaci polymorfismů v D N A sekvencích. [1], [2] 

1.1 Pulzní gelová elektroforéza 

Pulzn í gelová elektroforéza ( P F G E ) je považována za z la tý standard mezi moleku­

lárními typizačními metodami. M á velkou rozlišovací schopnost a velkou epidemi­

ologickou shodu, je re la t ivně levná a reprodukovate lná a umožňuje separaci velmi 

dlouhých f ragmentů D N A , a to v rozsahu od 10 do 800 kb. Schéma metody je uve­

deno na obr. 1.1. 

Izoláty z bakter i í rostoucí v médiu jsou smíchány s tekutou agarózou a po t é 

vyl i ty do bločků. Usazené bakterie v agaróze jsou následně lyžovány de te rgen tn ím 

enzymem a naš t ěpeny méně čas tými restr ikčními enzymy. V dalš ím kroku jsou na-

š těpené bakterie vloženy do agarózního gelu a umís těny do elektroforézy. V p r ů b ě h u 

samotného procesu dochází v p ředem definovaných periodicky se opakujících inter­

valech ke z m ě n á m polarity proudu. Molekuly D N A se pohybuj í od katody k anodě 

v závislosti na své velikosti. Během periodických změn proudu se jednot l ivé frag­

menty přeorientovávají podle nového směru elektrického proudu, př ičemž čas po­

t ř ebný pro úp ravu směru je nepř ímo úměrný velikosti D N A fragmentu. Pro správné 

rozdělení dlouhých f ragmentů D N A je požadováno použi t í pulzního elektrického 

pole, k teré vytvář í 24 elektrod, př ičemž tyto elektrody pos tupně mění směr pole 

o daný fixní úhel a to po dlouhou dobu. Gel je po t é obarven fluorescenčním barvi­

vem a zobrazen pod U V světlem. Následně může být vyfocen a podroben analýze. 

Ačkoliv je pulzní gelová elektroforéza hojně využívaná, m á několik nevýhod, 

mezi k teré pa t ř í např ík lad technická a časová náročnos t a š p a t n á rozlišovací schop­

nost pro proužky s t éměř stejnou velikostí. [1], [3], [4] 
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Obr. 1.1: Schéma pulzní gelové elektroforézy, z [5]. 

1.2 Náhodná amplifikace polymorfní DNA 

R A P D neboli n á h o d n á amplifikace polymorfní D N A je metoda, k t e r á vznikla v roce 

1990 a je založená na použi t í k rá tkých náhodných pr imerů (obvykle okolo 10 bází) , 

k teré hybridizují s chromozomální D N A při nízké tep lo tě , takže mohou být pou­

žity k zahájení amplifikace oblas t í z bakter iá ln ího genomu. Namnožené fragmenty 

jsou následně separovány pomocí elektroforézy na agarovém gelu k vytvoření bak­

ter iá lního fingerprintingu. Elektroforeogramy jsou použi ty k porovnán í př íbuznos t i 

bakter iá lních linií. 

Ačkoliv m á menší rozlišovací schopnost než pulzní gelová elektroforéza, je často 

používaná při vypuknu t í epidemií , jelikož je j ednoduchá , levná a rychlá. Mez i hlavní 

nevýhodu p a t ř í nízká reprodukční schopnost mezi jednot l ivými labora tořemi , jelikož 

jsou použi ty velmi nízké teploty nasedán í pr imerů . [1], [6] 

1.3 RFLP analýza 

R F L P z n a m e n á polymorfismus délky restr ikčních fragmentů, př ičemž právě ana­

lýza R F L P pa t ř í mezi jednu z prvních technik pro detekci variant v D N A sekven­

cích. P ř i t é t o analýze měř íme velikost restr ikčních fragmentů, jež jsou separovány 

klasickou agarózní gelovou elektroforézou. Jelikož př i použi t í restr ikčních enzymů, 
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které se čas to využívají, může vzniknou velké množs tv í k rá tkých fragmentů, do­

chází ke ztížení separace pomocí elektroforézy. Nicméně R F L P analýza může být 

z jednodušena, pokud použi jeme Southern blotting. Separované molekuly D N A jsou 

přeneseny z agarózního gelu na nitrocelulózovou nebo nylonovou m e m b r á n u . D N A je 

navázána na m e m b r á n u a hybr idizována označenými sondami homologními ke genu, 

k te rý chceme urči t . Následně již p rob íhá vizualizace výsledků. Schéma metody je 

zobrazeno na obr. 1.2. 

Výhodou analýzy R F L P je, že se dá použí t i pro neznámé vzorky, dále její efek­

t ivi ta , nízká cena a rychlost. Mez i nevýhody pa t ř í nízká reprodukovatelnost. [6], 

[7] 

rostlinné 
pletivo 

DNA 
naštěpení 

RE 

fragmenty 
DNA 

Southern 
blotting 

denaturovaná DNA 
na nylonové membráně 

agarózní gel obsahující 
DNA fragmenty 

hybridizace a promytí 
+-r 

radioaktivně 
označené 

sondy 

vyvolání 
filmu 

— — 

radioaktivní • ' i' ;;•" i i 7 
membrána snímek 

Obr. 1.2: Schéma R F L P analýzy, z [8]. 

1.4 Repetitivní PCR 
Repe t i t ivn í polymerázová řetězová reakce byla poprvé p o p s á n a v roce 1991 a využívá 

primery, jež hybridizují s nekódujícími mezigenovými úseky, k te ré se opakují v celém 

genomu. D N A mezi sousedícími repe t i t ivn ími úseky je po t é amplifikována pomocí 

P C R . Zároveň může být vy tvořeno více amplikonů, př ičemž záleží na rozložení repe-

t i t ivních úseků v genomu. Získané fragmenty jsou analyzovány pomocí elektroforézy 
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za účelem zjištění jejich velikosti a v následujícím kroku jsou porovnány vzniklé 

elektroforeogramy. Následně lze urči t genetickou př íbuznos t mezi jednot l ivými ana­

lyzovanými liniemi. 

Metoda je j ednoduchá , rychlá, lze j i použí t na velké i malé množs tv í vzorků a 

pro velké množs tv í bakter iá ln ích genomů m á velkou rozlišovací schopnost. Hlavní 

nevýhodou je menší reprodukovatelnost kvůli použi t í j iných reagencí při P C R a 

elektroforetických sys témů. K vyhnu t í se p rob lému s reprodukovate lnos t í vznikl po­

loau tomat ický r e p - P C R komerční sys tém, k te rý mís to klasické gelové elektroforézy 

využívá mikrofluidní čipy pro separaci D N A fragmentů. [1], [6] 

1.5 Polymorfismus délky amplifikovaných 
fragmentů 

Polymorfismus délky amplifikovaných f ragmentů neboli A F L P je metoda, jež je za­

ložená na amplifikaci vybraných f ragmentů D N A , k te ré vzniknou po naš těpen í re-

str ikčními enzymy. Jsou popsány dvě varianty A F L P . V př ípadě první varianty se 

používají dva reštr ikční enzymy a dva primery, za t ímco u d ruhé varianty se využívá 

pouze jeden reštr ikční enzym a jeden primer. 

Metoda začíná na š t ěpen ím D N A pomocí restr ikčních enzymů. N a naš těpené 

konce se po t é navážou adaptory, což jsou známé úseky dvouvláknové D N A . Frag­

menty s navázanými adaptory jsou amplifikovány pomocí P C R s použ i t ím pr imerů , 

jež jsou komplementá rn í k navázaným a d a p t o r ů m . Pokud využijeme primery ozna­

čené fluorescenční barvou, tak lze po tom, co byly fragmenty separovány na základě 

velikosti, použí t k vyhodnocení au toma t i cký sekvenátor . 

Výhodou metody je, že je reprodukovate lná , nejsou p o t ř e b a nasekvenovaná data 

pro konstrukci p r imerů a m á velkou diskr iminační schopnost. Mez i nevýhody pa t ř í 

vysoká cena, náročnos t a p o t ř e b a mí t vysoce kvali tní D N A . [1], [4], [9], [10] 

1.6 Analýza variabilního množství tandemových 
repetic 

Velké množs tv í bakter iá ln ích genomů obsahuje regiony s nukleot idovými repeticemi, 

a to jak v kódujících, tak v nekódujících úsecích D N A o velikosti několik bází až 

po sto bp. Repetice jsou t andemové , což znamená , že několik kopií každého z re-

pet i t ivních mot ivů je sh romážděno u sebe a or ientováno s te jným směrem. Počet 

opakování v tandemu se může lehce lišit, a to i u linií s tejného druhu. 
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V N T R (variabilní množs tv í t andemových repetic) analýza je metoda založená 

na P C R , k t e rá spoléhá na amplifikaci D N A , jež zahrnuje krá tké t andemové repetice 

D N A sekvence. Primery jsou navrhnuty tak, aby nasedly před opakující se úsek. 

Amplifikované produkty jsou po t é separovány a změřeny k určení p o č t u opakování 

p ř í tomných v amplikonu. Rozdíl v p o č t u repet i t ivních kopií na specifickém mís tě 

slouží k rozlišení linií. 

Výhodou metody je její n ízká cena, rychlost a to, že může být provedena i v la­

bora toř ích bez sofistikovaného elektroforetického sys tému. Mez i nevýhody pa t ř í , že 

získaná data nemohou být po rovnána mezi labora tořemi . [1], [6] 

1.7 Multilokusová sekvenční typizace 
Multi lokusová sekvenční typizace ( M L S T ) je metoda, jež byla vyvinuta v roce 1998 

za účelem předeji t í nízké reprodukovatelnosti mezi labora tořemi , k t e rá je typická 

pro s tarš í metody typizace. M L S T je založena na amplifikaci a nás ledném osekve-

nování až 7 genů, k teré mají vysokou variabilitu. J e d n á se převážně o provozní geny 

(z angl. housekeeping genes), jejichž sekvence jsou re la t ivně stálé, jelikož kódují 

proteiny, jež jsou nezbytné pro funkci buňky. Pro vybrané geny je identifikována 

sekvence o délce 450 - 500 bp. Pro každý lokus je určen sekvenční typ a to tak, 

že u n i k á t n í m sekvencím (alelám) jsou př i řazeny n á h o d n á celá čísla a na základě 

kombinace identifikovaných alel je určen sekvenční typ. Schéma postupu je uvedeno 

na obr. 1.3. 

PCR sekvenování 

DNA 
PCR 

produkty 

1 11 
M i 
M I 

Hl 
í 
Lím 

sekvence 
alel 

přiřazení čísel 
alelám 

3 

profil 
alel 

prirazení 
sekvenčního typu 

sekvenční typ 

Obr. 1.3: Schéma metody M L S T , z [11]. 
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Výhodou M L S T je, že získaná data jsou j ednoznačná kvůli mez inárodně uzná­

vané nomenk la tu ře , vysoce reprodukovate lná a mají velkou rozlišovací schopnost. 

Sekvence alel a profily sekvenčních t y p ů jsou dos tupné v centrálních da tabáz ích , 

k te ré též obsahují software pro určení genetické př íbuznos t i mezi bakter iá ln ími l i ­

niemi v rámci druhu. Mez i nevýhody metody p a t ř í vysoká cena, časová náročnos t 

a pro některé patogeny nedos ta t ečná diskr iminační schopnost pro ru t inn í použi t í 

při vypuknu t í epidemie a jej ím sledování. [1], [9], [12], [13] 

1.8 Mini-multilokusová sekvenční typizace 

Mini-mult i lokusová sekvenční typizace ( m i n i - M L S T či minim-typing) je odvozená 

od mult i lokusové sekvenční typizace. V prvn í části p rob íhá proces stejně jako u M L S T , 

tedy v p r ů b ě h u P C R dochází ke zmnožení genů jako u M L S T , avšak v další část i je 

sekvenování nahrazeno vysokorozlišovací analýzou křivek t á n í ( H R M ) . Pro M L S T 

jsou pomocí počí tačové analýzy vybrány ty úseky D N A , které vykazují největší di-

verzitu v rámci genů a pro tyto úseky jsou následně navrhnuty primery. 

Po provedení amplifikace genů p rob íhá H R M analýza, což je citlivá a rychlá 

metoda, k t e rá dokáže zachytit změny v jednom i více nukleotidech. D N A je obarvena 

pomocí barviva a nás ledně b ě h e m samotné analýzy dochází ke zvyšování teploty, 

což m á za následek t án í dvoušroubovice D N A a uvolňování barviva, čímž dochází 

k poklesu fluorescence, kterou sledujeme. Výsledkem je kř ivka tán í , př ičemž i jed iná 

změna nukleotidu se v ní projeví. P ř ík lad získané kř ivky t án í je uveden na obr. 1.4. 

Zároveň b ě h e m analýzy měř íme i teplotu t án í sekvence, kterou lze urči t , kdy je 50 % 

D N A dena turováno . Následně je použi t p řevodní klíč k přeložení naměřených dat 

do melt profilů a t aké k porovnán í dat s M L S T da tabáz í . 

Oj 
OJ 
OJ 

O 

55°C • 95°C 
teplota 

Obr. 1.4: Př ík lad kř ivky tán í , z [14]. 

Výhodou metody je nízká cena, k t e r á se pohybuje v rozsahu zhruba 10-20 % M L S T 

Z výše uvedeného plyne, že m i n i - M L S T m á potenciá l k usnadněn í nízkonákla-

dových p růzkumů, použi t í v p ř ípadě podezření na vypuknu t í nákaz a pro studie 

zahrnující velké množs tv í linií. 
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Metoda mini-mult i lokusové sekvenční typizace byla již použ i t a pro Streptococcus 

pyogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium a Klebsiella pneumoniae. 

[15], [16], [17], [18] 

1.9 Celogenomové sekvenování 
Sekvenování nové generace neboli N G S poskytlo cenově dostupnou cestu, jak pro­

zkoumat varianty v celém genomu. N a rozdíl od Sangerova sekvenování, je b ě h e m 

jednoho běhu schopno vyprodukovat miliony čtení (35 - 700 bp dlouhé) za re la t ivně 

nízkou cenu. 

Abychom dostali celou sekvenci, je n u t n é získaná čtení složit, a to bud de novo, 

tedy na základě překrývajících se úseků, nebo př i řazováním jednot l ivých čtení k re­

ferenčnímu genomu. 

Celogenomové sekvenování neboli W G S se s tává velice a t r ak t i vn ím a m o c n ý m 

nás t ro jem pro epidemiologii. Je velmi p ravděpodobné , že v blízké budoucnosti bude 

W G S běžně používané k přesné identifikaci a charakterizaci bakter iá ln ích linií, při­

čemž h lavním cílem nebude produkovat sekvenační data, ale rychle je zpracovat a 

interpretovat důležité informace z ob jemného souboru, př ičemž by získané infor­

mace měly být porovnate lné s výsledky získanými konvenčními metodami typizace. 

Postup celogenomového sekvenování je uveden na obr. 1.5. 

Ovšem nalezneme zde i několik nevýhod. P rodukovaná čtení jsou re la t ivně k rá tká , 

občas není získán celý genom, ale pouze např . 90 % a je zde problém s V N T R . [1], 

[19] 

Obr. 1.5: Schéma celogenomového sekvenování, z [20]. 
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2 B A K T E R I E KLEBSIELLA PNEUMONIAE 

2.1 Bakteriální genom 
Bakter iá ln í genom se skládá z j edné kruhové molekuly D N A o p r ů m ě r n é molekulové 

hmotnosti 2,5 -10 9 a o délce t éměř 1 mm, k t e r á se nazývá nukleoid. Chromozom 

není ohraničen m e m b r á n o u a v jednom mís tě je př ipevněn k plazmat ické m e m b r á n ě 

buňky. Geny jsou zde u s p o ř á d á n y vedle sebe pouze s min imá ln ím mezigenovým 

prostorem. 

Kromě nukleoidu obsahuje bakter iá ln í b u ň k a též plazmidy, což jsou kruhové mo­

lekuly D N A , k te ré jsou zhruba lOOx menší než chromozom. Obvykle nesou pouze 

malé množs tv í genů, k teré nejsou esenciální pro přeži t í buňky, ale slouží ke zvýhod­

nění bakter i í . [21], [22] 

2.2 Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella pneumoniae pa t ř í mezi Gram-nega t ivn í bakterie do čeledi Enterobacte-

riaceae, avšak na rozdíl od j iných zá s tupců z t é t o čeledi n e m á bičíky, a tud íž se 

j edná o nepohyblivou bakterii. Zároveň je obalena polysacharidovou kapsulou, jíž 

j i zajišťuje rezistenci proti m n o h ý m o b r a n n ý m mechan i smům hostitele. Je celosvě­

tově rozšířena a můžeme j i nalézt v půdě , vodě i na povrchu rostlin. V nemocnicích 

ohrožuje pacienty se sníženou imunitou. P ř i infekci postihuje plíce, kde vyvolává 

pneumonii a též způsobuje infekce vylučovacího systému. Pokud pronikne do krev­

ního oběhu, může u pacienta vyvolat sepsi. Mez i nejzávažnější onemocnění pa t ř í 

gastroenteritidy, meningitidy novorozenců a již uvedené sepse. 

P r ů m ě r n á velikost genomu je 5,5 M b p a obsahuje přibližně 5500 genů, přičemž 

pomocí celogenomového sekvenování bylo zjištěno, že méně jak 2000 genů je společ­

ných pro všechny linie Klebsiella pneumoniae. Zbývajících 3500 genů, k te ré lze nalézt 

jen u některých linií m á následující funkce: 19 % slouží pro metabolismus sacharidů, 

18 % pro os ta tn í metabol ické dráhy, 13 % se podíl í na membr ánovém transportu, 

11 % je pro exopolysacharidovou kapsuli, 2 % pro rezistenci a metabolismus železa, 

1 % pro rezistenci vůči an t ib io t ikům, t ěžkým kovům a stresu a t ř e t i na genů nemá 

za t ím objasněnou funkci. [23], [24], [25], [26] 

Bakterie Klebsiella pneumoniae je zobrazena na obr. 2.1. 

2.2.1 Rezistence vůči ant ib io t ikům 

Mezi jeden z druhů, u k te rého se v současné době mluví o rostoucí antibiot ické 

rezistenci pa t ř í právě Klebsiella pneumoniae. Z výzkumu vyplývá, že rezistence 
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Obr. 2.1: Bakterie Klebsiella pneumoniae pod e lekt ronovým mikroskopem, z [24]. 

vůči an t ib io t ikům u ní vzniká mnohem snadněji a rychleji než u j iných bakter i í 

a navíc je schopna stále vytváře t nové mechanismy rezistence, a tudíž v současné 

době zůs tává již málo dos tupných léčebných pos tupů . 

U bakterie Klebsiella pneumoniae byly pozorovány dva typy antibiot ické re­

zistence. P r v n í mechanismus zahrnuje expresi b e t a - l a k t a m á z širokého spektra, k teré 

poskytuj í bakterii odolnost proti cefalosporinům a m o n o b a k t a m ů m . Druhý mecha­

nismus je exprese ka rbapenemáz , k te ré poskytuj í bakterii rezistenci k t éměř všem 

d o s t u p n ý m b e t a - l a k t a m o v ý m an t ib io t ikům (peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, 

...). [27], [28] 

2.2.2 Bakter iá lní rezistence v Evropě 

N a obr. 2.2 a obr. 2.3 je zobrazen výskyt rezis tentních linií bakterie Klebsiella pne­

umoniae s kombinovanou rezistencí (3. generace cefalosporinů, fiuorochilony, ami-

noglykosidy) v roce 2006 a 2016. Jak vidíme, mezi uvedenými lety došlo k n á r ů s t u 

výsky tu rezis tentních linií a to v některých kraj inách dokonce o 50 %. Vyobra­

zené mapy rezistenci dokládají , jak již bylo uvedeno výše, že ant ibiot ická rezistence 

u Klebsiella pneumoniae je stále rostoucí problém. 
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Obr. 2.2: Výskyt rezis tentních kmenů bakterie Klebsiella pneumoniae 

s kombinovanou rezistencí v Evropě v roce 2006, z [29]. 

Obr. 2.3: Výskyt rezis tentních kmenů bakterie Klebsiella pneumoniae 

s kombinovanou rezistencí v Evropě v roce 2016, z [29]. 

20 



3 IDENTIFIKACE NOVÝCH GENŮ PRO TY­
PIZACI 

V prakt ické části se zabýváme analýzou 24 genomů bakterie Klebsiella pneumoniae, 

k te rá se skládá z otestování kvality sekvenačních dat, nás ledném složení jednot l ivých 

genomů a nalezením vhodných genů pro bakter iá ln í typizaci. Po té jsou zde uvedeny 

získané výsledky, k te ré jsou následně otes továny na dalších 12 genomech bakterie 

Klebsiella pneumoniae. Ze získaných výsledků jsou vybrány variabilní genové úseky, 

k teré jsou schopny odlišit jednot l ivé bakter iá ln í linie, a tud íž je lze využí t pro geno-

typizaci. [30] 

3.1 Vstupní data 

V práci se zabýváme 24 genomy bakterie Klebsiella pneumoniae, př ičemž pro každý 

genom byl určen jeho melt-typ za použi t í typizační metody m i n i - M L S T . Jednot l ivé 

genomy označené p o ř a d o v ý m číslem S01 až S24 a k n im určené 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 S20 61 

S09 29 S21 61 

S10 98 S22 61 

S i l 29 S23 61 

S12 29 S24 61 

N a obr. 3.1 je zobrazen kruhový graf s j ednot l ivými analyzovanými genomy vy­

tvořený pomocí programu B R I G [31], kde každý kruh odpovídá jednomu genomu. 

Genomy, k teré pa t ř í do stejného melt-typu jsou označeny černou čárou. Jak vidíme 

v grafu, jednot l ivé genomy se mezi sebou liší, což dokládají bílé úseky, ve k te rých 

chybí části sekvence vzhledem k referenčnímu genomu (Klebsiella pneumoniae subsp. 
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pneumoniae HS11286, NC_0168^5). Z grafu vyplývá, že genomy nejsou zcela to­

tožné, a proto je možné nalézt genové úseky, pomocí k terých jsme schopni odlišit 

jednot l ivé linie, respektive melt-typy. 

Obr. 3.1: Kruhový graf zobrazující s rovnání analyzovaných genomů bakterie 

Klebsiella pneumoniae. 

3.2 Otestování kvality vstupních dat 
P ř e d s a m o t n ý m složením genomů je p o t ř e b a otestovat sekvenační data a zjistit, zda 

jsou dos ta tečně kvali tní , neobsahují chyby či zda nedošlo ke kontaminaci vzorků. 

Jednot l ivé genomy byly sekvenovány pomocí Il lumina sekvenátoru a bylo pou­

žito párové-koncové sekvenování (z angl. paired-end sequencing), což znamená , že 

pro jeden fragment m á m e sekvenované oba konce. Pro otes tování kvality čtení jsme 
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použili program Fas tQC [32], k te rý provádí samotnou kontrolu dat a M u l t i Q C [33] 

pro zobrazení jednot l ivých výsledků. 

Jelikož bylo použi to párové-koncové sekvenování, dostali jsme pro každý génom 

dva soubory (čtení v p ř í m é m a z p ě t n é m směru) , a tud íž nás ledná analýza prob íhá 

pro oba dva. 

Pro každý génom byla nejprve vyhodnocena obecná statistika, k t e rá zahrnuje 

název souborů s jednot l ivými čteními, poče t duplikovaných čtení, p r ů m ě r n ý obsah 

G C , p r ů m ě r n o u délku čtení a celkový počet čtení. Př ík lad získaných úda jů pro gé­

nom S10 je uveden v tab. 3.2. 

Tab. 3.2: Obecné informace o tes tovaných čtení pro génom S10. 

název 

počet 

duplikovaných 

čtení 

[%] 

p r ů m ě r n ý 

obsah G C 

[%] 

p r ů m ě r n á 

délka čtení 

[bp] 

celkový 

počet čtení 

[miliony] 

K P 1 7 7 _ S 10_L001_R1_001 4,1 56 247 0,8 

K P 1 7 7 _ S 10_L001_R2_001 3,8 57 247 0,8 

V další části se analyzuje p r ů m ě r n á kvalita jednot l ivých pozic ve všech čtení, 

tzn. Phred skóre (obr. 3.2), k t e rá by neměla klesnou pod hodnotu 20, př ičemž čím 

vyšší je hodnota kvality, t í m lépe p rob íhá rozpoznání báze (z angl. base calling). 

Phred skóre se používá pro změření přesnost i rozpoznání báze, př ičemž se j edná 

o běžnou metriku využívanou pro ohodnocení přesnost i sekvenovací platformy. Ozna­

čuje tedy p ravděpodobnos t , že d a n á báze je sekvenátorem rozpoznaná špa tně . 

Následně se vyhodnocuje p r ů m ě r n á kvali ta pro čtení, tzn. kolik čtení o dané 

p růměrné kvalitě sekvenační data obsahují (obr. 3.3) a poměr zas toupen í jednot­

livých bází (A, C, G , T) v rámci j edné pozice ve čtení (obr. 3.4), př ičemž rozdíl 

mezi zas toupen ím A a T nebo G a C by neměl dosahovat hodnoty vyšší jak 20 %. 

Dále testujeme p r ů m ě r n ý obsah G C pro celou délku každého čtení (obr. 3.5), 

př ičemž je zkoumáno , zda z ískaná data kopírují kř ivku normáln ího rozdělení ob­

sahu G C . Pokud se tak nestalo a z ískaná kř ivka m á neobvyklý tvar, mohlo dojít 

ke kontaminaci knihovny. 

Jestl iže sekvenátor nedokáže s dos ta tečnou přesnost í rozpoznat bázi, př i řadí 

na konkré tn í pozici p ísmeno N . V analýze se kontroluje obsah N pro jednot l ivé 

pozice ve všech čtení (obr. 3.6), k te rý by neměl být větší než 20 %. 

Následně se kontroluje počet čtení o jednot l ivých délkách (obr. 3.7) a s t upeň 

duplikace každého čtení v knihovně (obr. 3.8), př ičemž by se nemělo s tá t , že poče t 

neuniká tn ích čtení bude větší než 50 % všech čtení. 
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Obr. 3.2: Graf ukazující p r ů m ě r n o u kvali tu pozic ve všech čtení pro genom S10. 

Obr. 3.3: Graf znázorňující počet čtení o dané kvalitě pro genom S10. 
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Obr. 3.4: Graf zobrazující poměr zas toupen í jednot l ivých nukleot idových bází ve 

čtení pro genom S10. 
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Obr. 3.5: Graf s p r ů m ě r n ý m obsah G C ve čtení pro genom S10. 
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Obr. 3.6: Graf popisující obsah bází označených N pro genom S10. 
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Obr. 3.7: Graf vyobrazující poče t čtení dané délce pro genom S10. 
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Obr. 3.9: Graf zobrazující obsah a d a p t o r ů pro genom S10. 
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Zároveň se sleduje, zda se něk te rá sekvence nevyskytuje až příliš často, což by 

mohlo indikovat kontaminaci a též se testuje obsah a d a p t o r ů (3.9), což jsou krá tké 

oligonukleotidové sekvence, od k te rých p rob íhá sekvenování f ragmentů. 

Testování bylo provedeno pro všech 24 genomů Klebsiella pneumoniae. U všech 

genomů byla zjištěna snížená kvalita č tení ve z p ě t n é m směru, př ičemž tato skuteč­

nost bývá velmi často způsobena vysokou hustotou sekvenačních shluků na sekve-

nační destičce. Nicméně, pokles kvality není ex t rémní , a tudíž je kvalita pro naši 

práci dostačující. 

3.3 Složení genomů 

V dalš ím kroku bylo již provedeno samotné složení sekvenačních dat. Pro skládání 

genomu byl použi t program Burrows-Wheeler Aligner ( B W A ) [34]. Skládání bylo 

provedeno oproti referenčnímu genomu Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 

HS11286 (NC_016845), k te rý byl získán z da t abáze N C B I . Tento genom je v da­

tabáz i uváděn jako referenční genom pro zkoumanou bakterii, a proto byl použi t . 

Během skládání byl nejprve nastaven referenční genom a následně byla n a č t e n a jed­

notl ivá čtení, k t e rá byla po t é př i řazena k referenčnímu genomu, čímž jsme získali 

složený genom ve formátu S A M (Sequence Alignment Map) . 

Po té byl použi t program Samtools [35] k ods t r aněn í nenamapovaných čtení a 

k převedení sestaveného genomu do formátu B A M (Binary Alignment Map) . Úsek 

získaného složeného genomu je zobrazen na obr. 3.10 pomocí programu Tablet [36], 

kde jsou vidět jednonukleot idové změny, k te ré mohou sloužit pro odlišení jednotli­

vých bakter iá ln ích linií. 

Počet celkových, namapovaných a nenamapovaných čtení je uveden v tab. B . l . 

Z našich sestavených dat byl nakonec pro každý genom vytvořen konsenzus, čímž 

jsme získali jednot l ivé sekvence pro všech 24 genomů ve formátu F A S T A . 

3.4 Hledání genů 

Z referenčního genomu získaného z N C B I byly vyext rahovány jednot l ivé geny, k teré 

byly následně vyhledávány v našich analyzovaných genomech. Vyhledávání bylo pro­

vedeno pomocí algoritmu B L A S T (Basic Local Alignment Search Tool) [37], k terý 

slouží právě k nalezení podobných oblast í v biologických sekvencích. 

Zde se však ukazuje nevýhoda skládání sekvenačních dat vůči referenci, jelikož 

pokud byly některé geny obsaženy pouze v analyzovaných genomech, a ne v refe­

renci, nedošlo b ě h e m skládání k jejich namapován í a skončily v nenamapovaných 

čtení. Z tohoto důvodu by bylo lepší posk láda t data de novo, n icméně zde bychom 
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Obr. 3.10: Ukázka zarovnání v programu Tablet. 

neobdržel i jednu dlouhou sekvenci, ale velké množs tv í někdy i k rá tkých kontigů, se 

k te rými by se nás ledně hůře pracovalo a celá analýza by byla výpoče tně náročnější . 

Nicméně abychom zjistili , kolik genů mohlo být obsaženo v analyzovaných ge-

nomech, a nikoliv v referenci, byla provedena následující analýza. Pro 4 vybrané 

genomy, kde každý náleží j inému melt-typu došlo nejprve k namapován í jednotli­

vých čtení k referenčnímu genomu a k p řesunu t í nenamapovaných čtení do nového 

souboru, na němž bylo následně provedeno skládání de novo za pomocí programu 

C L C Genomics Workbench [38]. Výsledkem bylo získání v p r ů m ě r u 5000 kont igů 

o různém p r ů m ě r n é m pokry t í (z angl. average coverage), z nichž byly vybrány ty, 

jejichž p r ů m ě r n é pokry t í dosahovalo hodnoty alespoň 100 a více, čímž bylo získáno 

p růměrně 100 kontigů. Tyto kontigy byly po té vyhledány pomocí webové verze al­

goritmu B L A S T , k t e rá je propojena s da t abáz í N C B I , a jako referenční organismus 

byla zvolena bakterie Klebsiella pneumoniae. Ze získaných výsledků jsme zjistili, 

že větš ina nenamapovaných čtení obsahuje úseky z různých p lazmidů a pouze ma lá 

část (cca 10 %) obsahuje geny, jež se nacházejí na chromozomu a k teré n e m á zvolená 

referenční sekvence. Jelikož tedy počet genů v nenamapovaných čtení není výrazně 

signifikantní, bylo vyb ráno mapován í k referenci. 
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3.5 Navržený program 
Program find_variable_parts byl vy tvořen v pros t řed í M A T L A B R2017a, přičemž 

při jeho tvorbě byl použi t i Bioinformatics toolbox. Úkolem programu je projí t 

všechny F A S T A soubory, k teré obsahují geny z referenčního genomu, které byly 

nalezené pomocí algoritmu B L A S T v analyzovaných genomech a z nich vybrat ty, 

k teré vykazují větší mí ru variability, a tudíž je možné je použí t pro genotypizaci. 

Samotný program se skládá z několika funkcí, jejichž princip je teoreticky po­

psán v následujících sekcích. Vývojový diagram navrženého algoritmu je uveden 

v příloze A . l . 

3.5.1 Načtení sekvencí a kontrola obsahu 

V p rvn ím kroku dochází k nač ten í seznamu všech F A S T A souborů pomocí funkce 

fasta_Jrom_current_dir, čímž získáme strukturu obsahující předevš ím názvy jed­

notl ivých souborů, jejich velikost a počet genů. 

Následně je pomocí funkce load_sequences nač t en vždy jeden soubor, k t e rý obsa­

huje jeden gen v analyzovaných genomech, čímž získáme jednot l ivé sekvence včetně 

hlaviček. Zároveň je p řed k a ž d ý m nač t en ím ověřeno, zda soubor obsahuje sekvence. 

Pokud ne, je t akový to soubor zapsán do seznamu empty_genes, což znamená , že se 

gen z reference nevyskytuje v našich analyzovaných genomech. Seznam těchto genů 

a jejich genových p r o d u k t ů je uveden v tab. B.2 . V opačném př ípadě je sekvence 

s hlavičkami n a h r á n a a zároveň je určen počet sekvencí v souboru. 

Nakonec je ověřeno, zda je v souboru p ř í tomen gen u všech analyzovaných ge-

nomů. Jestl iže ano, postupuje soubor v analýze dál, v opačném př ípadě je soubor 

zapsán do seznamu missing_gene_in_sequence a již nevstupuje do dalšího kroku, 

protože genové úseky, k teré chceme použí t pro genotypizaci, se musí vyskytovat 

u všech genomů. 

Program find_variable_part p rob íhá pos tupně vždy pro jeden soubor, tzn. pro je­

den gen. 

3.5.2 Zarovnání sekvencí 

Sekvence v rámci jednoho genu jsou vícenásobně zarovnány pomocí př íkazu mul-

tialign. Jelikož se j edná o nukleot idové sekvence je jako skórovací matice použ i ta 

'NUC44 ' . Př ík lad úseku ze zarovnaného genu je uveden na obr. 3.11, kde vidíme i 

variabilní pozice, k teré mohou sloužit k rozlišení jednot l ivých bakter iá ln ích linií. 

Následně je v rámci zarovnání jednoho genu určena délka každé sekvence bez za-

rovnávacích mezer. Pokud jsou získané délky stejně dlouhé, neprovádí se žádná akce 
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Obr. 3.11: Ukázka části za rovnaného genu. 

a soubor s genem pokračuje dál. Avšak jestliže jsou délky různě dlouhé, dojde k ořezu 

zarovnání . 

3.5.3 Ořezání zarovnaných sekvencí 

K ořezání zarovnaných sekvencí dojde v př ípadě , že jednot l ivé sekvence daného genu 

nejsou stejně dlouhé, tzn. obsahují zarovnávací mezery. Nejprve se pomocí funkce 

is_cut_effective zjistí, zda existuje úsek, k t e rý je společný pro všechny sekvence. Po­

kud se žádný nenajde, n e m á smysl ořezávat zarovnání a soubor s genem je vyloučen 

z analýzy. 

Jestl iže je nalezen společný úsek, dojde k ořezání pomocí funkce neccessary_ 

to_cut_sequences. Pro zarovnané sekvence jsou zjištěny oblasti, ve k te rých jsou 

p ř í tomny všechny sekvence (bez zarovnávacích mezer) a následně jsou takovéto části 

zarovnání ořezány a pos tupuj í v analýze dále. 

V ý s t u p e m funkce je zarovnání , k teré obsahuje sekvence bez zarovnávacích mezer, 

př ičemž pro jeden soubor můžeme získat i větší poče t zarovnání . 

3.5.4 Variabil i ta genu 

Abychom mohli z analyzovaných genů vybrat potenc ionálně vhodné geny pro genoty-

pizaci je provedeno tes tování variability. Nejprve je pomocí funkce count_procentual 
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_changes_for_alignment, do k te ré vstupuje zarovnání daného genu, vypoč teno , zda 

je gen alespoň ze 3 % variabilní . Variabi l i ta je spoč tena jako počet pozic v zarovnání , 

kde se nachází alespoň jedna rozdílná báze vůči os t a tn ím, dělená délkou zarovnání 

a po t é převedena na procen tuá ln í hodnotu. 

Následně je zjištěno, zda v y b r a n á variabilní zarovnání mají délku alespoň 70 bp. 

Jestl iže nesplňují uvedené kr i té r ium, jsou takováto zarovnání vyřazena . 

Pomoc í funkce count_alignment_index jsou vybrány variabilní úseky ze zarovna­

ných genů. Pokud je délka zarovnání mezi 70 až 100 bp, je j ednoduše spočten počet 

variabilních pozic (pozice, kde se nachází a lespoň jeden j iný nukleotid oproti ostat­

n ím) . Pokud je takovýchto pozic alespoň 10, je gen označen jako potencionálně 

vyb raný a postupuje v algoritmu do dalšího kroku. 

Pro zarovnání delší než 100 bp, je též proveden výpočet variabilních pozic, avšak 

s t í m rozdílem, že výpočet p rob íhá v posuvném okně o délce 100 a s p řekryvem 

1 nukleotid. S oknem začínáme na začá tku zarovnání a vždy je v n ě m vypoč í t án 

počet variabilních pozic. Pokud je výsledný počet a lespoň 10 bází, je pro p rvn í okno 

uložena hodnota 1, pokud zde není dosaženo požadované variability je uložena hod­

nota 0. Následně se okno posune o jeden nukleotid dále a výpočet je proveden znovu. 

Jako výsledek získáme vektor 0 a 1, př ičemž 1 značí variabilní oblasti. Pro okna ozna­

čené 1 je získán jejich začá tek a konec v zarovnaných sekvencích. Pokud se nachází 

několik 1 za sebou, je získán index začá tku pro začá tek prvn ího okna a koncový 

index pro konec posledního okna. Jako výsledek dostaneme seznam indexů variabil­

ních oblas t í v zarovnání , pomocí k te rého lze nás ledně získat sekvence variabilních 

úseků. 

Zvolení jednot l ivých p r a h ů byla vyb ráno na základě testování , k teré je uvedeno 

v kapitole 3.6.1. 

3.5.5 Fylogenetická analýza 

Pro analyzované sekvence je nejprve zjištěno, zda neobsahují na některé pozici bázi 

označenou N . Pokud ano, je t akový to gen, k te rý obsahuje v některé sekvenci uvede­

nou bázi , vyloučen z analýzy. 

Pro variabilní úseky sekvencí je nás ledně spoč í t ána evoluční vzdálenost pomocí 

modelu Jukes-Cantor dle následujícího vzorce: 

kde cř je h ledaná evoluční vzdálenost a p je proporcionální vzdálenost mezi dvěma 

sekvencemi (počet bodových m u t a c í vz tažený na délku) . Ze získaných evolučních 

vzdálenost í je zkonst ruován fylogenetický strom pomocí metody U P G M A . 
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Následně je na získaných datech zkontrolováno, zda byly jednot l ivé sekvence 

rozděleny do správných skupin, k teré odpovídaj í j edno t l ivým me l t - typům. K tomu 

je použi t př íkaz cluster, k t e rý označí sekvence hodnotou odpovídaj íc ího shluku (1-4). 

Pro každý shluk je po t é zjištěno, zda obsahuje všechny sekvence daného melt-typu. 

Pokud ano, postupuje variabilní úsek v analýze dále. 

3.5.6 Teplota tán í 

Pro všechny sekvence v rámci jednoho genu je vypoč t ena teplota t án í metodou 

nejbližšího souseda [39], k t e rá je označena za nejvíc přesnou metodu pro výpočet . 

Teplota je stanovena dle následujícího vzorce: 

T - = A + Asľli.lnmi ~ 2 7 3 ' 1 5 + 1 6 ' 6 '
 h S

 M • (3.2) 

kde Tm je teplota tán í , AH označuje změnu entalpie, A je konstanta (A = -0,0108 

kcal K~x • mol-1), AS značí změnu entropie, R je plynová konstanta (i? = 0,00199 

kcal K~x • mol-1), C popisuje koncentraci oligonukleotidů (byla použ i t a hodnota 

0,0000005 mol L~v), -273,15 je konverzní faktor k p řeměně očekávané teploty v K 

do ° C a Na+ je koncentrace sodíkových iontů (byla použ i t a hodnota 0,05 mol-L~r). 

Hodnoty entalpie a entropie pro nejbližší sousedy byly použi ty podle tab. 3.3. 

Jestl iže se v sekvencích vyskyt la báze, k t e rá není uvedena v tabulce (např . R 

- značí A nebo G) , je vypoč t ena hodnota entropie a entalpie jako p růměr hodnot 

možných sousedů. 

Po té je pro každý pá r genomů určena vzdálenost dst pomocí Euklidovské metriky 

jako: 

d2

st = (xs - xt)(xs - xt)', (3.3) 

kde xs a xt jsou dvě různé teploty tán í . 

Následně je spoč í t ána p r ů m ě r n á vzdálenost d mezi všemi dvojicemi objek tů 

v každém shluku dle vzorce: 

J Tlr n s 

d(r, s) = dist(xri, xsj), (3.4) 
nrns i = 1 -=1 

kde r a s jsou shluky, nr a ns je počet ob jek tů v shluku r a s a xri a xSj je z-tý 

nebo j-tý objekt ve shluku r nebo ve shluku s. P ro vytvoření dendrogramu byla 

použ i ta metoda U P G M A . [40] 

Po shlukové analýze bylo stejně jako u fylogenetické analýzy zjištěno, zda byla 

analyzovaná data správně rozdělena do čtyř shluků dle jednot l ivých mel t - typů . Po­

kud ano, jsou úseky označené jako variabilní . 
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Tab. 3.3: Hodnoty entalpie a entropie pro dvojice sousedních bází . 

interakce 
AH 

[kcal • mol-1] 

AS 

[kcal • K~x • mol-1} 

A A -9,1000 -0,0240 

A T -8,6000 -0,0239 

T A -6,0000 -0,0169 

C A -5,8000 -0,0129 

G T -6,5000 -0,0173 

C T -7,8000 -0,0208 

G A -5,6000 -0,0135 

C G -11,9000 -0,0278 

G C -11,1000 -0,0267 

G G -11,0000 -0,0266 

A C -6,5000 -0,0173 

A G -7,8000 -0,0208 

T C -5,6000 -0,0135 

T G -5,8000 -0,0129 

C C -11,0000 -0,0266 

T T -9,1000 -0,0240 

3.6 Testování programu 
V následujících kapi to lách jsou uvedeny získané výsledky včetně nas tavení jednot­

livých p a r a m e t r ů . Následně je zde popsáno tes tování získaných výsledků na nových 

genomech. 

3.6.1 Nastavení p a r a m e t r ů 

V rámci programu find_variable_part lze nastavit dva prahy, k teré n á m umožňují 

vyfiltrovat méně variabilní geny. P r v n í m prahem, k te rý se dá zvolit je variabilita 

genu, k t e rá je u rčena jako celkový počet pozic v zarovnání jednoho genu, kde se 

nachází a lespoň jedna odl išná báze, podělený celkovou délkou zarovnání a převedený 

na procenta. V rámci tes tování bylo vyzkoušeno rozmezí hodnot od 2 % do 6 %. 

Dalš ím parametrem, k te rý lze zvolit je počet variabilních pozic v okně o délce 

100 nukleot idů, pro k te rý bude daný úsek vyhodnocen jako variabilní . B y l y vyzkou­

šeny hodnoty 5, 10 a 15 pozic na 100 nukleot idů, př ičemž pro úseky kra tš í než 100 

nukleot idů, byly tes továny hodnoty 5 a 10. 

Počet nalezených genových úseků pro různá nas tavení p a r a m e t r ů je zobrazen 
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na obr. 3.12 a komple tn í výsledky jsou uvedeny v tab. B.3 , tab. B.4, tab. B.5 . 

Jako finální hodnoty p r a h ů byly vybrány: 3 % variabilita a 10 variabilních pozic 

na 100 nukleot idů, pro tože zde vycházel op t imáln í poče t variabilních úseků. Pokud 

by byly hodnoty p r a h ů nastaveny na příliš vysokou hodnotu, došlo by k nalezení 

menšího p o č t u variabilních genových úseků, k te ré by nemusely být schopny rozlišit 

jednot l ivé bakter iá ln í linie ve všech př ípadech. Naopak pokud by pro hodnoty p r a h ů 

byly zvoleny nízké hodnoty, vedlo by to k nalezení velkého p o č t u variabilních úseků, 

a tudíž by se zvýšila časová náročnos t provedení m i n i - M L S T v laboratoř ích . 

200 

2 3 4 5 6 

variabilita [%] 

Obr. 3.12: Počet nalezených variabilních úseků pro různé hodnoty variability a 

p o č t u změn na 100 nukleot idů. 

3.6.2 Výběr evolučního modelu 

Pro výpočet evoluční vzdálenost i mezi sekvencemi, kterou používáme k vytvoření 

fylogenetických s t romů, byl použi t model Jukes-Cantor, k te rý p ředpokládá , že se 

všechny nukleotidy vyskytuj í se stejnou frekvencí. P ř i použi t í tohoto modelu bylo 

získáno 41 variabilních genových úseků. Též byl o tes tován evoluční model Kimura , 

k te rý je založen na p ředpokladu , že tranzice se vyskytuj í častěji než transverze. 

Nicméně z testovacích dat bylo p o t ř e b a odstranit sekvence, k teré obsahují j iné nuk­

leotidy než základní čtyři (A, C, G , T ) , jelikož s n imi použi tý model neumí pracovat. 
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Bylo zjištěno, že výběr evolučního modelu signifikantně nemění poče t naleze­

ných variabilních genových úseků, a proto byl pro jednoduchost zvolen model Jukes-

Cantor. 

3.6.3 Fylogenetická analýza a analýza teplot tán í 

Fylogenetická ana lýza je schopna rozlišit jednot l ivé linie na základě evoluční vzdá­

lenosti. Tedy jako výsledek analýzy obdrž íme fylogenetický strom, kde př íbuzné 

sekvence jsou blíže u sebe než vzdálené a vycházejí ze stejného uzlu. 

V našem př ípadě byla za fylogenetickou část za řazena analýza, k t e r á je založena 

na tep lo tách t á n í sekvencí, jelikož b ě h e m tes tování bylo zjištěno, že ačkoliv fylogene­

t ický lze sekvence správně roztř ídi t do skupin odpovídaj ící j edno t l ivým mel t - typům, 

mohou mí t podobnou teplotu tán í , a tud íž by b ě h e m typizaci za použi t í m i n i - M L S T , 

k t e rá analyzuje právě kř ivky tán í , nedošlo ke sp rávnému odlišení bakter iá ln ích l i ­

nií. Př ík lad takového genového úseku je uveden na obr. 3.13, kde ve fylogenetickém 

s t romě jasně vidíme čtyři vytvořené shluky a na obr. 3.14, kde po analýze teplot 

t á n í byly identifikovány pouze t ř i . 

melt 61 
Imelt 98 
melt 29 

Imelt 23 

- S2 
- S5 
- S7 
- S9 
- S12 
- S11 
- S17 
- S18 
- S16 
- S15 
- S14 
- S13 -
- S20 g, 
- S21 
- S22 
- S23 
- S24 
- S19 
- S4 
- S6 
- S8 
- S3 
- S10 
- S1 

0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 
evoluční vzdálenost [-] 

0.03 0.035 0.04 

Obr. 3.13: Fylogenetický strom. 

3.6.4 Výsledky 

Získané výsledky jsou uvedeny v tab. 3.4. Délka nalezených úseků se pohybuje v roz­

mezí 100 - 346 bp a počet variabilních pozic je od 10 do 43. Různorodé oblasti byly 
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Obr. 3.14: Shluková analýza teplot t án í . 

nalezeny ve 38 genech, př ičemž pro 3 geny byly nalezeny 2 variabilní oblasti. V tab. 

B.6 je uveden seznam genů, k teré obsahují variabilní úseky a jejich genové produkty. 

3.6.5 Testování variabilních úseků 

Variabilní úseky byly tes továny na dalších 12 genomech bakterie Klebsiella pneumo-

niae. Jednot l ivé názvy genomů a jejich melt-typy jsou uvedeny v tab. 3.5. 

Nejprve byly pomocí nás t ro je B L A S T vyhledány variabilní geny, k te ré obsahují 

variabilní genové úseky, v analyzovaných genomech. Po té byly v nalezených genech 

vyhledány variabilní genové úseky, a to opět pomocí uvedeného nás t ro je . Jako vari­

abilní část , k teré se hledala, byl vždy použi t variabilní úsek z genomu SI . V dalším 

kroku bylo zkontrolováno, zda se h ledaná část nalézá u všech genomů a zda je všude 

stejně dlouhá. By lo zjištěno, že úseky se nalézaly vždy u všech genomů, avšak u ně­

kterých genových úseků bylo p o t ř e b a provést ořez, př ičemž se postupovalo stejně 

jako je uvedeno v kapitole 3.5.3. Následně byly variabilní úseky analyzovány. 

V p r v n í m kroku byla opět provedena fylogenetické analýza. Pro získané vý­

sledky bylo zkontrolováno, zda byly jednot l ivé genomy správně zařazeny do shluku, 

k te rý odpovídá d a n é m u melt-typu. Ze 41 analyzovaných variabilních úseků byl je­

den úsek vyloučen, jelikož obsahoval báze označené p í smenem N . Celkové výsledky 

pro všechny variabilní úseky jsou uvedeny v tab. 3.6, př ičemž melt 1 obsahuje ge­

nomy S25, S26, S35, S36, do meltu 2 p a t ř í S27, S28, S31, S32, melt 3 se skládá z S29 

a S30 a do posledního meltu 4 p a t ř í S33 a S34. Úhlopříčně jsou vyznačena procenta 

správně klasifikovaných genomů dle jednot l ivých mel t - typů . Jak vidíme, hodnoty se 
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Tab. 3.4: Seznam nalezených variabilních úseků schopných správně rozlišit 

jednot l ivé melt-typy u genomů SOI - S24. 

č í s lo 

genu 

d é l k a 

v a r i a b i l n í h o 

ú s e k u [bp] 

p o č e t 

v a r i a b i l n í c h 

pozic 

č í s l o 

genu 

d é l k a 

v a r i a b i l n í h o 

ú s e k u [bp] 

p o č e t 

v a r i a b i l n í c h 

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 3554_2 100 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 tes tovaných genomů a jejich melt-typy. 

genom melt-typ genom melt-typ 

S25 61 S31 14 

S26 61 S32 14 

S27 14 S33 16 

S28 14 S34 16 

S29 98 S35 61 

S30 98 S36 61 
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pohybuj í p růměrně okolo 84,50 %. Nejlepší hodnoty byly získány pro melt 1, kde 

bylo správně zařazeno 93,13 % a nejhorší hodnoty byly obdrženy pro melt 4, kde 

bylo správně klasifikováno pouhých 76,25 %. 

Ve d r u h é m kroku byly pro všechny variabilní úseky kromě jednoho, k te rý byl 

vyloučen v předchozím kroku, vypoč teny teploty t á n í a následně byla provedena 

shluková analýza. Opě t bylo zkontrolováno, zda jsou genomy stejného melt-typu 

ve s te jném shluku. Získané výsledky jsou uvedeny v tab. 3.7. Zařazení genomů 

do mel t - typů je stejné jako v p ř ípadě fylogenetické analýzy a úhlopříčně jsou opět 

vyznačena procenta, k t e r á označují počet správně klasifikovaných genomů do meltu, 

př ičemž p růměr hodnot je zhruba 83,4 %. Nejlépe vyšel melt 2, kde bylo správně za­

řazeno 96,25 % a nejhůře opět dopadl melt 4, kde bylo správně rozpoznáno pouhých 

61,25 %. 

Tab. 3.6: Matice zmä ten í pro výsledky získané z fylogenetické analýzy. 

p ř e d p o k l á d a n é 

melt 1 melt 2 melt 3 melt 4 

s k u t e č n é 

melt 1 93,13 % 2,50 % 1,88 % 2,50 % 

s k u t e č n é 
melt 2 10,00 % 88,75 % 1,25 % 0,00 % 

s k u t e č n é 
melt 3 0,00 % 20,00 % 80,00 % 0,00 % 

s k u t e č n é 

melt 4 5,00 % 16,25 % 2,50 % 76,25 % 

Tab. 3.7: Matice zma ten í pro výsledky získané z analýzy teplot t án í . 

p ř e d p o k l á d a n é 

melt 1 melt 2 melt 3 melt 4 

s k u t e č n é 

melt 1 91,25 % 4,38 % 0,63 % 3,75 % 

s k u t e č n é 
melt 2 2,50 % 96,25 % 1,25 % 0,00 % 

s k u t e č n é 
melt 3 5,00 % 10,00 % 85,00 % 0,00 % 

s k u t e č n é 

melt 4 8,75 % 22,50 % 7,50 % 61,25 % 

Zároveň bylo zjištěno, že 16 variabilní úseků dokáže na základě fylogenetické 

analýzy správně odlišit jednot l ivé melt-typy a 14 variabilní úseků rozliší melt-typ 

na základě analýzy teplot t án í (viz tab. B.7) . Po rovnán ím úseků získaných z jed­

notl ivých analýz bylo zjištěno, že 14 úseků se shoduje v obou př ípadech, a proto 

byly vyb rány jako finální úseky, k teré jsou schopny správně provést genotypizaci a 

rozlišit jednot l ivé linie bakterie Klebsiella pneumoniae. Čísla genů, k teré obsahují 

variabilní úseky, délka úseků a počet variabilních pozic je uveden v tab. 3.8. 
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Tab. 3.8: Seznam variabilních genových úseků schopných správně rozlišit jednot l ivé 

melt-typy u genomů S25 - S36. 

č í s lo 

genu 

d é l k a 

v a r i a b i l n í h o 

ú s e k u [bp] 

p o č e t 

v a r i a b i l n í c h 

pozic 

č í s l o 

genu 

d é l k a 

v a r i a b i l n í h o 

ú s e k u [bp] 

p o č e t 

v a r i a b i l n í c h 

pozic 

448 175 14 3010 161 13 

584_2 296 27 3019 167 7 

2296 109 10 3030 105 9 

2315 168 12 3554 145 9 

2376 321 35 3554_2 99 9 

2840 203 18 4372 276 23 

2883 90 5 5239 154 14 
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4 ZÁVĚR 

V první polovině teoretické části jsou popsány typizační metody, včetně jejich výhod 

a nevýhod. Následně je č tenář seznámen s bak te r i á ln ím genomem, s organismem 

Klebsiella pneumoniae včetně jeho genomu a je mu objasněna ant ibiot ická rezistence 

výše uvedené bakterie. 

V prakt ické části práce je popsáno otes tování vs tupních dat a jejich následné slo­

žení, po t é je p ředs taven navržený program pro h ledání variabilních genových úseků. 

V další sekci je popsáno nas tavení jednot l ivých p a r a m e t r ů a zdůvodněn jejich vý­

běr. Následně jsou uvedeny získané výsledky, jež zahrnuj í vybrané variabilní genové 

úseky včetně jejich délky a p o č t u variabilních pozic. Ty to úseky jsou po té otesto­

vány na dalších 12 genomech. V poslední části jsou uvedeny genové úseky, k teré 

byly vybrány jako finální a jsou tedy schopny rozlišit jednot l ivé bakter iá ln í linie, 

respektive melt-typy. 

Program find_variable_parts byl spuš těn na 24 genomech bakterie Klebsiella 

pneumoniae, k te ré pa t ř i ly do 4 mel t - typů . Jako výsledek bylo obdrženo 41 varia­

bilních genových úseků, př ičemž byly nalezeny u celkem 38 genů (u 3 genů byly 

identifikovány 2 variabilní oblasti). 

Výsledky byly otes továny na dalších 12 genomech, k te ré pa t ř i ly opět do 4 melt-

typů . Pro každý variabilní úsek byl zkonst ruován fylogenetický strom a strom vzniklý 

shlukovou analýzou teplot tán í . Ze získaných dat bylo zjištěno, že 16 variabilních 

úseků správně rozliší jednot l ivé melt-typy na základě fylogenetické analýzy a 14 

úseků je schopno klasifikovat bakter iá ln í linie pomocí analýzy teplot tán í . Porov­

n á n í m obou skupin bylo tedy zjištěno, že 14 genových úseků je schopno správně 

rozlišit bak ter iá ln í linie u testovacích dat, a proto byly právě tyto úseky vybrány 

jako finální. 

Zvolené variabilní genové úseky by měly být v budoucnu použi ty pro typizaci po­

mocí mini-mult i lokusové sekvenční typizace, kde by se měly zařadi t vedle provozních 

genů a t í m zvýšit rozlišovací schopnost uvedené metody. 

Rezistence vůči an t ib io t ikům je u bakterie Klebsiella pneumoniae s tále na vze­

stupu a též roste počet mul t i rez is tentních linií, k teré mohou v budoucnu způsobi t 

těžko zvladate lné epidemie. Z uvedeného plyne, že je nezbytné stále pracovat na no­

vých způsobech typizace, popř ípadě zkvali tňovat již existující metody, abychom byli 

schopni v p ř ípadě po t ř eby včas identifikovat a izolovat právě rezis tentní linie, při­

čemž kri t ickými parametry je nadá le přesnost , rychlost a dostupnost. 
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SEZNAM SYMBOLŮ, VELIČIN A Z K R A T E K 

A adenin 

A F L P polymorfismus délky amplifikovaných f ragmentů 

B A M Binary Alignment M a p 

B L A S T Basic Loca l Alignment Search Tool 

B W A Burrows-Wheeler Aligner 

bp pá ru bazí 

C cytosin 

D N A deoxyribonukleová kyselina 

G guanin 

H R M vysokorozlišovací analýza křivek t án í 

kb kilobáze 

m i n i - M L S T mini-mult i lokusová sekvenční typizace 

M L S T mult i lokusová sekvenční typizace 

N C B I National Center for Biotechnology Information 

N G S sekvenování další generace 

P C R polymerázová řetězová reakce 

P F G E pulzní gelová elektroforéza 

R A P D n á h o d n á amplifikace polymorfní D N A 

R E reštr ikční enzym 

r e p - P C R repet i t ivní polymerázová řetězová reakce 

R F L P polymorfismus délky restrikčních f ragmentů 

S A M Sequence Alignment M a p 

S N P jednonukleot idový polymorfismus 

T thymin 

U V ultrafialové záření 

V N T R variabilní množs tv í t andemových repetic 

W G S celogenomové sekvenování 
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VÝVOJOVÝ DIAGRAM P R O G R A M U 

Obr. A . l : Vývojový diagram programu ftnd_variable_parts. 
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T A B U L K Y 

Tab. B . l : Počet celkových, namapovaných a nenamapovaných čtení pro 

analyzované genomy. 

n á z e v 

genomu 

c e l k o v ý 

p o č e t 

č t e n í 

p o č e t 

namap o v á n ý c h 

č t e n í 

p o č e t 

n e n a m a p o v a n ý c h 

č t e n í 

SOI 3 305 724 2 274 686 / 68,81 % 1 031 038 / 31,19 % 

S02 4 650 400 3 637 485 / 78,22 % 1 012 915 / 21,78 % 

S03 2 662 038 1 928 886 / 72,46 % 733 152 / 27,54 % 

S04 3 014 868 2 115 162 / 70,16 % 899 706 / 29,84 % 

S05 3 780 800 2 922 275 / 77,29 % 858 525 / 22,71 % 

S06 4 739 680 3 438 640 / 72,55 % 1 301 040 / 27,45 % 

S07 3 905 676 3 028 505 / 77,54 % 877 171 / 22,46 % 

S08 4 276 292 3 050 361 / 71,33 % 1 225 931 / 28,67 % 

S09 2 296 492 1 738 282 / 75,69 % 558 210 / 24,31 % 

S10 4 788 804 3 475 937 / 72,58 % 1 312 867 / 27,42 % 

S i l 5 474 258 4 304 504 / 78,63 % 1 169 754 / 21,37 % 

S12 3 636 324 2 843 990 / 78,21 % 792 334 / 21,79 % 

S13 2 753 496 2 129 558 / 77,34 % 623 938 / 22,66 % 

S14 2 562 874 2 093 840 / 81,70 % 469 034 / 18,30 % 

S15 2 299 112 1 855 290 / 80,70 % 443 822 / 19,30 % 

S16 2 074 024 1 686 060 / 81,29 % 387 964 / 18,71 % 

S17 1 939 256 1 587 903 / 81,88 % 351 353 / 18,12 % 

S18 2 659 314 2 140 931 / 80,51 % 518 383 / 19,49 % 

S19 1 971 630 1 567 503 / 79,50 % 404 127 / 20,50 % 

S20 1 740 434 1 405 754 / 80,77 % 334 680 / 19,23 % 

S21 1 817 226 1 472 310 / 81,02 % 344 916 / 18,98 % 

S22 1 627 112 1 279 554 / 78,64 % 347 558 / 21,36 % 

S23 2 060 586 1 499 025 / 72,75 % 561 561 / 27,25 % 

S24 1 514 126 1 192 178 / 78,74 % 321 948 / 21,26 % 

50 



Tab. B.2: Seznam genů, k te ré se nenacházej í v analyzovaných genomech a jejich 

genové produkty. 

č í s lo genu g e n o v ý 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 n i n G protein 

1261 hypothetical protein 

1280 hypothetical protein 

1283 hypothetical protein 

1287 hypothetical protein 

1363 L u x R family transcriptional regulator 

1716 putative Dinl- l ike damage-inducible protein 

1717 hypothetical protein 

1718 hypothetical protein 

1720 terminase, ATPase subunit 

1751 prophage P2 Ogr protein 

2241 D N A - b i n d i n g protein R o i 

2250 hypothetical protein 

2284 hypothetical protein 

2291 hypothetical protein 

2292 hypothetical protein 

3561 hypothetical protein 

3562 hypothetical protein 

3563 family 2 glycosyl transferase 

Pokračování na další s t ránce 
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Tab. B.2 — p o k r a č o v á n í z p ř e d c h á z e j í c í strany 

č í s lo genu g e n o v ý produkt 

3567 
UDP-Gal::undecaprenolphosphate Ga l - 1-P 

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 Q L R G family, putative D N A packaging 

4813 hypothetical protein 

4815 putative prophage protein 
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Tab. B.3 : Počet nalezených variabilních úseků pro různé hodnoty variabilit a 

pro p r á h 5 změn na 100 nukleot idů. 

variabilita [%] p o č e t v a r i a b i l n í c h ú s e k ů 

2 191 

3 89 

4 43 

5 17 

6 7 

Tab. B.4: Počet nalezených variabilních úseků pro různé hodnoty variabilit a 

pro p r á h 10 změn na 100 nukleot idů. 

variabilita [%] p o č e t v a r i a b i l n í c h ú s e k ů 

2 55 

3 41 

4 26 

5 16 

6 8 

Tab. B.5 : Počet nalezených variabilních úseků pro různé hodnoty variabilit a 

pro p r á h 15 změn na 100 nukleot idů. 

variabilita [%] p o č e t v a r i a b i l n í c h ú s e k ů 

2 12 

3 11 

4 6 

5 4 

6 3 
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Tab. B.6: Seznam genů obsahujících variabilní úseky a jejich genové produkty. 

č í s lo genu g e n o v ý produkt 

224 
D N A - b i n d i n g response regulator in two-component 

regulatory system wi th 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 R N D family efflux transporter M F P subunit 

584 
copper/silver efflux system outer membrane 

protein CusC 

632 4-hydroxyphenylacetate catabolism 

789 M F S family transporter 

863 A B C transporter permease 

2067 putative LysR-family transcriptional regulator 

2296 hypothetical protein 

2315 type V I secretion-associated protein 

2376 3-hydroxybutyryl- C o A dehydrogenase 

2380 
transcriptional repressor for phenylacetic acid 

degradation 

2702 hypothetical protein 

2720 amidohydrolase, A t z E family 

2728 putative beta-ketoacyl synthase 

2738 hypothetical protein 

2745 guanine deaminase 

2752 T E N A / T H I - 4 family protein 

2840 N A D H oxidoreductase for H C P 

2883 hypothetical protein 

3010 L y s R family transcriptional regulator 

3019 putative cytosine deaminase 

3030 L y s R family transcriptional regulator 

3052 L y s R family transcriptional regulator 

3065 putative A B C transport system ATP-b ind ing 

Pokračování na další s t ránce 
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Tab. B.6 — p o k r a č o v á n í z p ř e d c h á z e j í c í strany 

č í s lo genu g e n o v ý 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 

5230 
2-aminoethylphosphonate A B C transporter 

ATP-b ind ing protein 

5235 phosphonoacetaldehyde hydrolase 

5236 putative inner membrane transport protein 

5239 hypothetical protein 

Tab. B.7: Nalezené genové úseky schopné odlišit jednot l ivé melt-typy u genomů 

S25 - S36 získané z fylogenetické analýzy a analýzy teplot t án í . 

f y l o g e n e t i c k á a n a l ý z a a n a l ý z a teplot t á n í 

č í s lo genu č í s lo genu 

448 3010 448 3010 

584_2 3019 584_2 3019 

632 3030 2296 3030 

2296 3554 2315 3554 

2315 3554_2 2376 3554_2 

2376 4372 2840 4372 

2840 5235 2883 5239 

2883 5239 
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