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Abstract: Typing methods capable of distinguishing bacterial strain are essential for epidemiologist
because they help to prevent and control infections. Unfortunately, many typing methods are time-
consuming, expensive and reproducibility of their results is questionable. Therefore, we propose
a new genotyping method, which is capable of identifying genes with high rate of variability to
distinguish different bacterial strains.
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UVOD

Typizace bakterii je nezbytna pro identifikaci vztahli mezi jednotlivymi bakteridlnimi liniemi. Na-
lezeni téchto propojeni predstavuje klicovy krok pro pochopeni epidemii a zdrovenh ndm pomdaha
vystopovat zdroj infekce a zptisob jejiho §iteni. Typizace je téZ dileZita pro detekci pfenosu nosoko-
midlnich patogend, jejich diagnostiku a 1é¢bu. [1]

V dnesni dobé se vyuZivaji genotypové metody, které dokazi rozlisit blizce pribuzné linie. Soucasné
typizacni metody lze rozdélit do tfech skupin. Prvni skupinu tvofi DNA metody, které jsou zaloZzené
na analyze elektroforeogramu ziskaného pomoci elektroforézy, kde jsme schopni rozlisit jednotlivé
linie na zdkladé velikosti DNA prouzkii. Do druhé Casti spadaji metody zaloZené na sekvenovand,
které jsou schopny rozliSit jednotlivé bakteridlni linie z polymorfismi v DNA. Do posledni skupiny
Ize zatadit metody zaloZené na hybridizaci, které spoléhaji na hybridizaci DNA se sondami 0 zndmé
sekvenci. [2]

Metoda typizace, kterd byla pouZita pro analyzované genomy Klebsiella pneumoniae je mini-multilo-
kusova sekvencni typizace neboli mini-MLST, kterd je odvozena od multilokusové sekvencni typi-
zace a sklada se ze dvou ¢asti. Nejprve dochazi k amplifikaci vybranych genti (provozni geny) pomoci
PCR. Nasledné probihd vysokorozliSovaci analyza kiivek tani, coz je citlivd a rychld metoda, kterd
dokaze zachytit jedno- i vicenukleotidové zmény. DNA je obarvena pomoci barviva a béhem analyzy
dochézi ke zvySovéni teploty, coZ mé za nésledek tdni dvousroubovice DNA a uvoliiovani barviva, tu-
dizZ dochazi k poklesu fluorescence, kterou sledujeme. Ze ziskanych dat je za pomoci prevodniho klice
uréen melt-typ. Vyhodou metody je nizka cena, kterd je zhruba 10 - 20 % multilokusové sekvenéni
typizace. [3], [4]

TESTOVANY ORGANISMUS

Klebsiella pneumoniae je gram-negativni bakterie obalena polysacharidovou kapsulou, jeZ poskytuje
burice resistenci vii¢i mnohym hostitelskym obrannym mechanismtim. Tuto bakterii 1ze nalézt v padeé,
vodé nebo na povrchu rostlin. Nékteré linie zptisobuji v nemocnicich infekce, obzvlasté pacientim se
sniZenou imunitou a jelikoZ se §if{ velmi rychle, mohou vést k vypuknuti nozokomidlnich epidemif.
Bakterie zpusobuje pneumonie, infekce mocového tstroji, po vstupu do cévniho ob€hu sepsi a mize

vést k Zivotu ohroZujicim infekcim. [5]
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3 NAVRZENY ALGORITMUS

Predstaveny algoritmus slouZi pro nalezeni genil s vysoce variabilnimi tseky v sekvencnich datech,
pfi¢emzZ nalezené geny budou pouZity pro typizaci metodou mini-MLST.

V prvnim kroku je potfeba otestovat data ziskand z DNA sekvendtoru. Jednotlivé genomy bakte-
rie Klebsiella pneumoniae byly osekvenoviny pomoci sekvendtoru Illumina a bylo pouZito parové-
koncové sekvenovani, coZ znamend, Ze pro jeden fragment mdme sekvenované oba konce. Pro otesto-
vani kvality Ctenf byl pouzit program MultiQC [6]. Testovani bylo provedeno pro vSechny testované
genomy.

Nasledné dochdzi ke sloZeni sekvencnich dat. Pro skladani genomt byl pouZit program Burrows-
Wheeler Aligner [7], pficemZ skldddni bylo provedeno oproti referenénimu genomu ziskaného z da-
tabdze NCBI. Poté byl pouZit program Samtools [8], za jehoZ pomoci byla odstranéna nenamapovana
¢teni. Nakonec byla z posklddanych dat postupné vytvofena konsenzudlni sekvence pro vSechny ge-
nomy.

Z referencniho genomu ziskaného z NCBI byly vyextrahovany jednotlivé geny, které byly nasledné
vyhledany v naSich analyzovanych genomech pomoci algoritmu BLAST, jeZ slouZi pravé k nalezeni
podobnych oblasti v biologickych sekvencich. Jako vystup dostaneme soubory ve formatu FASTA,
které obsahuji gen, pokud byl nalezen, a to vZdy pro vSechny sekvence.

Pro nalezeni geni, které vykazuji vét$i miru variability, a tudiZ jsou vhodné pro genotypizaci byl
navrhnut algoritmus, jehoZ vyvojovy diagram je uveden na obrazku 1.
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Obrazek 1: Vyvojovy diagram navrhnutého algoritmu.

Nejprve dojde k nacteni vSech souborii a podle informaci o jednotlivych souborech vytfidime ty,
které maji velikost rovnou 0 bitil, coZ znamend, Ze gen z reference nebyl obsazen v analyzovanych
genomech. Pro takovéto geny je vytvorena tabulka obsahujici sekvenci chybéjiciho genu, jeho pozici
v referen¢nich genomu a genovy produkt.

Nasledné pracujeme jiZ se soubory, které obsahuji nalezené geny. Po nacteni sekvenci vZdy z jednoho
souboru, dojde ke kontrole, zda byl hledany gen ptitomen ve vSech genomech. Pokud ne, je takovyto
soubor vyloucen z analyzy.

Poté jsou genomové sekvence v ramci jednoho genu vicendsobné zarovnany. U zarovnanych sek-
venci zjiSt' ujeme, zda jsou stejné dlouhé, popiipadé zda je nalezeny gen u nékterého genomu vyrazné
zkracen Ci naopak. Pokud jsou v ramci jednoho genu variabilni délky genomovych sekvenci je gen
vyfazen.
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Pro geny, které se nachdzi u vSech genomi a maji téméf shodnou délku je spoltena variabilita jako
pocet zmeénénych pozic podéleny poctem vsech pozic a preveden na procentudlni hodnotu. Pokud je
takto vypoctend hodnota vét$i nebo rovna 3 %, je gen povaZovan za dostatecné variabilni a postupuje
v analyze do dalsi ¢4sti.

V poslednim kroku algoritmu zkoumdme v posuvném okné s prekryvem, zda je ve vybranych genech
dosaZeno alesponl 10 nukleotidovych zmén na 100 bazi. Pokud ano, je takovyto gen oznacen jako
variabilni a miiZe byt pouZit pro genotypizaci.

4 ZAVER

Nékteré linie bakterie Klebsiella pneumoniae jsou hypervirulentni a $ifi se napfi¢ jednotlivymi od-
délenimi nemocnice. Proto je nezbytné mit k dispozici pfesné a rychlé metody k typizaci a odliSeni
jednotlivych druhi bakterii, které v idedlnim pfipad€ nevyzaduji znacné financni prostiedky. Zaro-
ven je dilezité zjistit, jakym zplisobem se skrz nemocnici bakterie $if{ a zahdjit tikony pro zastaven{
prenosu infekce a pro predejiti piipadné epidemie. K feSeni uvedeného problému miZe pomoci ndmi
navrhnuty algoritmus, ktery umoznuje vybrat z genomil vysoce variabilni geny, jez bude moZné pridat
k provoznim genlim a provést typizaci za pouziti mini-MLST. Pro kazdy genom bude ur¢en melt-typ,
coz povede k rozliSeni mezi jednotlivymi bakteridlnimi liniemi.

Navrhnuty algoritmus byl realizovan pomoci programového prostfedi Matlab R2017a a pro sekvenéni
data byly pouzity nastroje MultiQC [6], Burrows-Wheeler Aligner [7] a Samtools [8].
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