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Antibioticka rezistence

Soustavné narustajici vyskyt

U lidi, zvirat, v prostredi — cesty prenosu nejsou komplexné
popsany

Problem pro medicinu — hrozi az postupny navrat do
Jpreantibitiocke ery”

Predpovédi WHO — v roce 2050 bude umirat na komplikace
spojené s IéCbou infekci rezistentnich k antibiotikim vice lidi
rocne nez na kardiovaskularni choroby a rakovinu dohromady

Vyvoj novych ATB — pomaly, ekonomicky nevyhodny




Puvod ATB rezistence

* Rezistence k slouCeninam typu antibiotik
se zacala u bakterii tvorit jiz davno diky
jejich souziti s ostatnimi organismy
(plisne, jiné bakterie), které tyto latky
produkuji

« Masivni sifeni s pouzivanim antibiotik —
vyznamny je horizontalni prenos
rezistence pomoci mobilnich genetickych
elementu (plazmidy, transpozony,
iInzercni sekvence)




Mechanismy ATB rezistence
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DNA a ziskani jeji sekvence




DNA — deoxyribonukleova kyselina

« 1869 - Miescher z lidskych bilych krvinek poprvé
izoloval DNA.

« 1944 - Avery ukazal, ze geneticka informace je
uchovavana pravdépodobné molekulou DNA a nikoli
proteiny, jak se do té doby véfilo.

« 1953 - Watson a Crick s na zakladé dat Franklinové
a Wilkinse poprvé postulovali model sekundarni
struktury molekuly DNA

* 1966 - Nirenberg, Ochoa a Khorana rozlustili @
geneticky kod. . - g
« 1975 - 1977 - Sanger s Barrellem a Maxam s cg,
Gilbertem vyvinuli techniky sekvenovani DNA = o

« 1985 - Mullis spolu s kolegy vynalezl PCR
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Funkce DNA

* Nese genetickou informaci

druhy nukleotid _
* Prepisovani do RNA (ve chvili C 1 A | G
P4 fenylalanin tyrozin cystein
potreby) P Ol vy - e
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PCR — polymerazova retézova reakce

Polymerazova retezova reakce | — =T
v, er e . S e N
Slouzi k amplifikaci Useku DNA — , . o o
iy @ ot @t 0 o
Pfi malém mnozstvi DNA je problém ji =~ wer  El =T
vizualizovat - ~==
i i .. PCR Components ~ PCRProcess (One Cycle)
Znalost useku, ktery chceme zmnozit oo )
=T 00 | e e
« 1. Denaturace e e —
1 I FrYriiini
« 2. Nasednuti primeru D) E Hﬁ J s s | 2 e
+ 3. Syntéza DNA — taq polymera D e
. Syntéza — taq polymeraza .y Fi;m |
Opakovani cykli — exponencialni el 111111118
amplifikace daného Useku v T




Sangerovo sekvenovani

« DNA je amplifikovana — namnozena do vice
kopii (dnes pomoci PCR, dfive izolace e
Ve|keh0 mnOZStV| DNA) DNAtobe/ ”“””s\m”e\[gm\\ﬂ each af four reaction mixtures.

sequenced

I'I‘ & \I‘ : \‘ = { e i Normal »

« Dvouvlaknova molekula je pomoci tepla | /l//.; &>’\!\w
rozpojena — jednovlakonova slouzi jako (o] N\« ~ S o
te m p | ét \ A \ \\/ Replication-stopping T

. \ ) ¢ ?(r:\f [?eg:gi;trr:xture

*  Primery, DNA Polymeraza, Nukleotidy & | | Vv I

» 4 zkumavky — kazdy dopInén o jeden typ i = men, | p—
modifikovaného ,vadného® nukleotidu, ktery B - . Qi
je po Case zacClenen a zastavi reakci ] et — |

« Paralelné probiha velké mnozstvi reakci — | bl e

The new strands

~vadny" nukleotid je zaClenen na vsechna eirisiebon e o |3t Sty g
mista, kam patri

is shown, electrophoresis.

« Srovnani hmotnosti fragmentu - elektroforéza




Problémy v ziskani kompletni informace

 PCR neni vhodnou metodou pro ziskani sekvence urcité DNA
» Hodi se pro detekci genu, které oCekavame

« Sangerovo sekvenovani je limitovano délkou usekdu, které

muUzeme ziskat
« Radové maximalné tisice pary bazi
* DNA jednoduchych organismu jako bakterie maiji fadové miliony bp

« Casové a finan¢né naroc¢né
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Sekvenovani nové generace




Sekvenovani nové generace (Next-
generation Sequencing)

Vytvoreni postupu, které umoznuiji rychlé a

levnejsi urceni sekvence DNA NEd-gEnertion DNASEqUEREha

Sanger sequencing Next-generation sequencing
1. ZaloZené na paralelnim sekvenovani o m .
== . "= "= Advantages:
miliont fragmentt DNA — short read a - oy > doral amphtcaion

generate sequencing features

sequencing

¥ No in vivo cloning,
transformation, colony picking...

- Array-based sequencing

v Higher degree of parallelism
than capillary-based sequencing

2. Syntéza komplementarniho viakna jediné

molekuly DNA a zaznam pouzitych

nukleotidu v ¢ase — long read sequencing




SRypEns®

Sekvenovani ,,short read”

DNA pro sekvenovani je fragmentovana (cca
300 bp)

Vysledkem jsou kratké sekvence

Jedna pozice v genomu je v procesu
sekvenovani preCtena nekolikrat a je soucasti
vice ziskanych kratkych sekvenci (typicky
desitek), které maji rizny posun vuci sobé —
kratké sekvence Ize skladat do delSich useku

Vyhody — pfi nastaveni vysokeé
prosekvenovanosti vzorku je nizka chybovost

Nevyhody — metoda je citliva na mista, ktera se
v genomu opakuji (typicky inzerCni sekvence) —
neni schopna navazat a udéla zlom,
nedostaneme uzavieny genom a kompletni
informaci o pozici genu

Sekvenovani technikou lllumina
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lHlumina

Genomic DNA

- select ~200-300 bp fragments
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Sekvenovani ,long read”

Ziskany dlouhé Gseky DNA

Pouze v jedné/dvou kopiich —
vetSi moznost zacCleneni
chybného nukleotidu

PacBio — presngjSi ale drahé

Minlon — cenové dostupny,
vyssi chybovost

A. lllumina Sequencing

PO
. @ /L
A-overhangs ‘

Adapter Bridge
ligation Amplification Laser

®
.. L
Sequencing by o '

L
e
synthesis

Cyclel Cycle2 Cycle3

-’-,

Sequence reads

Blunt end DNA

B. PacBio Sequencing

c
SMRTbell template ==
Ay Fluorescent g
Hairpin adapters . ® g
nucleotides ® &= 17 .
> o® Light pulse
* v
| ‘ Immobilized polymerase ‘

Zero-mode waveguide

Duplex DNA

Replication/nucleotide incorporation

C. Nanopore Sequencing

Hairpin adapters 0
n / /
i 1 ﬂ Sequence reads
E lonic Current w1 | A C G A
a
F: C
=8 -
& St
Motor Protein
Transposase
adapters

.* Nanopore

lonic Current blockades

https://www.researchgate.net/publication/338048326_Current_challenges_and_best-practice_protocols_for_microbiome_analysis/figures?lo=1




Pacific Biosciences (,,long ready”)

« SMRT (Single Molecule

Real Time) S, P
% = _j::lll;j;;;ﬂiami;gaaia,;ii;iﬁjﬂmﬁi&i&i&iﬁiﬁ;ﬂﬁm!u:},’ 3
« Enzym DNA polymerazyv ©
poru

* Prochazi jediné viakno
DNA a syntetizuje se
komplementarni viakno a
je vyzaren flourescencni
signal, kterym je pfislusny | -
nukleodit znacen ]

Emission

Excitation




MinION (,,long ready*)

 MinlON

« Jedineé vlakno DNA je
elektroforeticky vedeno pfres
nanopor v elektricky nabite
membrane

« V prubéhu pruchodu je
zmerena zmena napeti
membrany

« Z této hodnoty se urci, ktera
baze v danou chvili pérem
prosla




MinION (,,long ready*)

* Vyhody
* Velmirychle
« Skladné zafizeni
 Velikost flash disku
« Lze vzit do terénu
« Sekvenovani ve
vesmiru
* Nevyhody
« Vetsi chybovost
« Firma vyviji novejsi
pristupy pro zpresnéni




Hybridni sekvenacni data

 Pokud chceme ziskat uzavrené
sekvence a zaroven mit vysokou
presnost ziskanych dat (vhodné
napriklad pro referencni genom u 1

fylogenetickych studii), je vhodné i .
vyuzit tzv. hybridni assembly, L T
které kombinuje data z ,long“ a 2 s —__
,short read” sekvenovani
3 i st e —

« Dlouhé ,ready” umoznuji ziskat T
predstavu o tom, jaké je poradi
jednotlivych useku genomu

- Kombinace se kratkymi ,ready"
zvysSuje presnost

)
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Vybér sekvenacni metody

* Finance, dostupnost pristroje
* Typ analyzy

* V tomto kurzu se seznamime s praci s kratkymi
ready ziskanymi technologii lllumina (pfistroj
Miseq)




lllumina - postup sekvenovani




lzolace DNA

Cil — ziskani celogenomoveé DNA

Probléemy

« Znecisténi proteiny, organickymi
latkami

* Fragmentace DNA
Spravna volba kitu/postupu je
dulezita pro dosazeni dostatecné
kvality sekvenacnich dat

Sample

Capture and cleaning
of DNA

Elution of DNA

| =




Priprava knihoven

Fragmentace DNA

Adaptery — indexy, useky
pro navazani primeru

Smichani DNA vSech
vzorku

DNA Library Consiruction

Genomic DNA

Fragmentation l PCR
) 1 L———11 b —— ]
== ] L e | e ] l————
Fragmented DNA Amplicons
. T == ==
Adapfter Ligation, ———
PCR Adapters

Sequencing Library




Sekvenacni proces

« Navazani fragmentu
« Mdustkova PCR

« Sekvenovani pomoci
DNA syntezy

« Zaznam signalu
jednotlivych
nukleotidu




Analyza sekvenacnich dat u
bakterialnich izolatu




Analyza NGS dat (,,short ready”
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» QOdstranéni adepteru

« (Qdfiltrovani dat s nizkou kvalitou
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« Assembly

« Skladani ziskanych useku DNA
v v r ) . o Quality assessment o
do vetsich celku (contigu)

View in Icarus contig browser of the table, plots in POF
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Addtionally, detaded contigs
and genome statistics.

V4 V4

 De novo x mapovani

All statistics are based on contigs of size >= 500bp, unless otherwise noted (e.0. “# contigs (>« 0 bp)” and “Total length (»= 0 bp)” indude all contigs)

& show heatmap
% Medan  Best

Statistics without reference  11_1466_R4 12 _1471_R4 21 _1473 R4 22 1474 R4 23 _1483 R4 24_1494 R4 25 1507 R4 3_1480_RS 5_1523 RS 7_1484 RS

# conbigs 107 475 429 420 675 336 268 150 196
= 0bp) 158 520 568 528 223 389 m 233 302 412
EEEE mEw - . mEEE EEm 1000 bo) 9 a3s 351 323 522 288 233 123 158 220
5000 bp) 63 302 220 189 280 170 139 9 96 13
LI .- - LA mEEE EEm 10000 bp) 55 186 150 135 193 136 125 58 7 105
| B N ] | N | ] | N | ] | B 1 | 1 1] 250 ) as 57 78 62 54 72 72 a7 53 68
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Largest conbg 492356 83995 128034 140869 71886 91321 197 90 360734 275730 222895
B ] | [refeofin] o om | 1§ | | 1 1 Total length 5557760 5378449 S448262 5353640 5538 566 4857961 5161958 5610359 5376 084 5647476
Yoral length (>= 0 bp) 5570029 5396709 5486882 5386 443 5601526 5175253 5635934 5410729 5685 399
Total length (>= 1000 bp) 5540724 5349417 5391918 5285742 5428833 4823054 5592239 5349 358 5602812
Total length (>= 5000 bp) 5475862 4987046 5066736 4977910 4846352 4549010 4933309 5485254 5203674 5401571
Total length (>= 10000 bp) 5417971 4158300 4574181 4574876 4255601 4295071 4672045 5410443 5074557 5217945
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Total length (> 4613582 211623 1361892 2017 680 432183 1612085 217453 4617947 3960 573 3651600
NSO 199536 19815 33023 23859 18268 3703 43658 169781 114178 69548
N7S 77936 11020 15851 18681 10418 17534 24004 67322 46531 33423
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L7s 21 175 12 9% 186 a9 76 23 34 54
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Assembly

Ze souboru .fastq, ktery obsahuje vSechna ¢teni
(tzv. ,raw data®) a informaci o kvalité ziskame
pomoci assembly .fasta soubor, ktery obsahuje
pouze konsenzus dané sekvence ve formé
jednotlivych contigu

Contig — sekvence DNA poskladana z kratkych
readd, az do mista zlomu, kde uz nebylo mozné
dale navazat

Kvalitu assembly Ize rozpoznat

Quality assessment

23 Jly 2018, Monday, 12:28:55

«  Nizkého podet contigli — &im méné zlomd, tim kvalitngjgida
mame

All statistics are based on contigs of size >= 500bp, unless otherwise noted (e.9. “#

Download report

Text, TSV and Latex ver sions
of the table, plots in POF,
Addtionaly, detaded contigs
and genome statistics,

contigs (>= 0 bp)” and “Total length (>« 0 bp)” Indude 3 contigs).

» Délky nejdelSiho contigu T R
. h0s (>= 1000 bp) 9 435 351

* N50 - délka contigu, ktery je uprostfed, pokud bychom dost : : 5 o
101 contigu pro jednu sekvenci, pak by $lo o délku 51. e Smeen | Seser
contigu

«  Celkové velikosti genomu — pokud je pfili§ mala, data nam = e s o
chybi, pokud je vyznamné vétsi, doslo ke kontaminaci jinou & a o W
bakterii e i .

*  Program QUAST a jiné
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Hodnoceni NGS dat u bakterii

Centrum genomové epidemiologie (Danska technicka univerzita)

Center for Genomic Epidemiology
(ioneSancessors oD s A s |

ResFinder-3.1 Server - Results

« Vyuziti databazi a programud pro mapovani

*  SpeciesFinder

Input Files: 5 R5 ec_1523e.fasta

. ResFinder

Show Acouired antimicrobial resistance results

Acquired antimicrobial resistance gene - Results

Amnogly
e o

*  VirulenceFinder

O :
al
?.’s
F
)
B
i
L7 ]
,;'R

qi-(ﬁ'_}-lh 9588 NODE_88_ hgﬂl 12454 _cov_72 8763 158. 955 AF321550
. PlasmidFinder ___—__
_
»  SerotypeFinder Came e
* MLST
«  pMLST :

« online tooly x prikazova radka

* Nutné sledovat verzi databaze (geny e L L [ T L

jsou prubézné pridavany)

» https://cge.cbs.dtu.dk/services/
* Video 1. CGE uvod



Hodnoceni NGS dat u bakterii

Centrum genomové epidemiologie (Danska technicka univerzita)

Tresholdy pro mapovani dat

 |dentita genu

* Moznost nastavit filtr pred samotnym spusténim toolu
* Vychozi hodnota 90 %
* Nastavené tresholdy by mely byt udané v jakychkoliv vystupech

* Pro reportovani genu s mensi nez 100 % ID lze pouzit doplnéni ,like® napf.

« Funkce genu muze a nemusi byt obdobna (ale ani 100 % shodny gen se v
jiném organismu stejného druhu nemusi chovat stejné — jak se gen projevi
ovliviiuje SirSi okoli genu a dalSi interakce)

* Query coverage




Hodnoceni NGS dat u bakterii

Centrum genomové epidemiologie (Danska technicka univerzita)

Tresholdy pro mapovani dat

* Query coverage
« Jiz popsané geny maji znamou velikost (poCet part bazi — bp)

* Query coverage udava, pomeér (procento) velikosti useky, ktery byl v nasich datech
skutecne detekovan ku ocekavane velikosti daneho genu

» Vychozi pro cge tooly obvykle 60 %

» Coverage pod 100 % nutné neznamena, ze gen neni v organismu pritomen cely,
data mohou byt nedostateCné prosekvenovana, gen muze byt rozdélen v€lenénim
inseréni sekvence, je proto lepsi ocekavat jeho nefunkénost, nema-li dalsi dukazy
potvrzujici opak




Hodnoceni NGS dat u bakterii

Antibioticka rezistence

Existuji geny a chromozomalni mutace, na jejichz podkladu
rezistence k ATB vznika

Popsané geny a mutace jsou ukladany v databazich a na
zaklade jejich pritomnosti je mozné predikovat, k jakym ATB
muze byt bakterie rezistentni

Pritomnost genu ve NGS datech nezarucuje rezistentni fenotyp
(ale shoda je dle studii nad 90 %)

Nepritomnost genu rezistence k dané ATB skupiné v NGS
datech nezarucCuje, ze bakterie nebude rezistentni (existuji a
dale se vyvijeji dalSi nepopsaneé geny a mechanismy)




Hodnoceni NGS dat u bakterii

 ResFinder
* Video 2. ResFinder

Home Services Instructions Output Overview of genes Article abstract

ResFinder-4.1 Server - Results

Input Files: ecoli1.fa

Warning

C & cgectsdudi

. @

= : 3 tobramycin aminogiycoside No resistance
Center for Genomic Epidemiology e e s IR vecrs s i ety

chioramphenicol phenicol [Ressiaat N catat (catat_voos22)

piperaciinstazobactam  beta-actam No resistance
cetoxtin vetatactam

ResFinder 4.1

ampicitn beta-actam FESE oocTx M-8 iaCTX 48 AF189721)
RasFinder ontios acqured genes andior inds chromosomal mutatons medating sntmicrobiel recitancekn tta o paral ONA sequance /= ~
of bacteria The database is curated by AMPICIBN+CAVUIANKE 30K beta-actam No ressta

Frank Melier Asrestrop - - .
i cetotanme beta-actam [EESE vocTx -8 macTXM8_AF189721)

Ccpronoxacn fucroquinolone L PREEE

Home Services Instructions Output Overview of genes  Article abstract

ResFindor data colistin potymyxn [RESEER mcr-s 1 (mer5 1_KY807921)
Porsfinde: database. 201
suttamethoxazole fotate pamuay antagonst JRESSER suit (surt_u12338)
imipenem beta-actam o resistance
Chromosomal palat morations
PRI tmethopnm tolate pamway antagonist No resistance
% 2 naamc ack fuoroquinolone S o 0 s530)
fect mintoem sog 5 enapenem beta-actam No resistance
Show rknown mutstions, notkuad n the datsbese tetracycine tetracycine S =) cem)_ara26777)
fostomycn fostomycn o ressstance
cenangime betatactam S voc x5 aCTX4-8_AF189721)
Acquired antmicroblal resistance genes
Seloct Antimicrobla configuration
Amiogiyccuids
Bete lacam
Coatin
|
Fosomycin
FusidcAca !

Selact threshold for %ID
0%
Sebact minimum length

Acquired disintactant resistance genes

? .
LRpgns'®



https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/

Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

 MLST (z anglickeho Multi-locus
sequence typing)

« Typizace bakterii na zaklade alelickych P . - v
variant vybranych genu a oS e
o o . 0 1
o v , . v o0, ST1143 i/ ‘:‘ ,‘f// :/ °
 Puvodne laboratorni technika — urceno na ; f;;,sasagg* o) /"
zakladé PCR a Sangerova sekvenovani }* . e s
_ _ gumay 4V - e o "if.ﬂe__
* Pro E. coli schéma se sedmi geny St - v O, o @
S SRR S
« Znalost sekvenénich typt miiZze pomoci R
predikovat jejich vlastnosti (druhova i “

83606;A0%

klasifikace pro to neni dostacujici)

https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0005958.g002




Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

 MLST

Home Services Instructions

MLST-2.0 Server - Results
mist Profile: ecoli

Organism: Escherichia coli#1

° Vldeo 3. MLST Sequence Type: 57

Locus Identity Coverage  Alignment Length Allele Length ~ Gaps

SED € 6 ¢ 3 adk 00 00 8% 8% 0 aks
100 49 48 0 fmC31
10 40 40 0 gyB5
0 s 88 0 28
100 42 40 mdhd

- i e0 s0
MLST 2.0 (Multi-Locus Sequence Typing) oA M0 0 0 reA2

Software version: 2.0.4 (2019-05-08)

Database version: 2.0.0 (2020-10-05)
Select MLST configuration Input Files: ecolif.fa
ichia coli#1 ~

Campylobacter upsaliensis

Home

Instructions

Candida albicans fi from PubMLST.org.
Candida giabrata fferent MLST schemes are available:
Candida krusei

Please download your results using the buttons below.
Candida tropicalis ymannii #1 1], Acinetobacter baumannii #2 (link)).
Carnobacterium maltaromaticum lherichia coli #2 [5]).

Chlamydiales spp. #1 (RIRDC), Pasteurelia multocida #2 (multihost)) [ Results as text | [ Results tsv | Hitin genome J[ MLST allele sequences |
Citrobacter freundi lotospira #3)

Clonarchis sinensis CITATIONS
Clostridium botulinum

Clostridium difficile
Clostridium septicum
Corynebacterium diphtheriae aded. If raw sequencing reads are uploaded KMA will be used for mapping. KMA supparts the following sequencing
Cronobacter spp. Oxford Nanopore, and PacBio.

Dichelobacter nodosus
Edwardsiella spp.
Enterobacter cloacae

For publication of results, please cite

ould be selected, if you have already assembled your short sequencing reads into ane continuos genome or into several
Enterococcus fascalis ‘e reads were used to produce the genomelcontigs.
Enterococcus fagcium

Escherichia coli#1 -

K3 Isolate File

Name Size Progress Status

LRpgns'®



https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/

Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

 Virulence

 Individualni vlastnost bakterie vyjadrujici patogenitu urciteho kmene
ve srovnani s ostatnimi stejného druhu
« Faktory virulence
« adheziny — adheze na povrchy v organismu hostitele,
 invaziny — pomahaji pfi pronikani bakterie do bunék a tkani v hostiteli,
* toxiny

« systémy zajistujici ziskani potfebnych latek z prostfedi/hostitele (Casto predevsSim
zachyt zeleza)

<4

73 )
Ryngns®




Hodnoceni

* VirulenceFinder

* Video 6. VirulenceFinder

ekvenachnich dat u bakte

LN ]
_\

» https://cge.cbs.dtu.dk/services/Virul

enceFinder/

B % @4

& cgecbs.dtu.dkfservices/VirulenceFinder/

Microsoft Word - Pr..

Home Services Instructions Article abstract

VirulenceFinder 2.0

Software version: (2020-05-21)
Database version: (2020-05-29)

The database is curated by:
Flemming Scheutz, SSI
(click to contact)

Select species

Listeria =
S. aureus

Escherichia coli

Enterococcus -

Select threshold for %ID
90 % v

Select minimum length
(60 % v

Select type of your reads
Only data from one single isolate should be uploaded. If raw sequencing reads are uploaded KMA will be used for mapping. KMA supports the following sequencing
platforms: lllumina, lon Torrent, Roche 454, SOLID, Oxford Nanopare, and PacBio

|Assembled or Draft Genome/Cantigs” (fasta) v |

ale(mmqs\‘a

VirulenceFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): Escherichia coli

Shiga-toxin genes

Virulence factor | Identity | Query / Template length Position in contig | Protein function

Virulence genes for Escherichia coli

Vlrulem:e Position in - " )
cnnﬁg Fretsin fineton

1401 ! Glutamale
99.36 1201 NODE_18&_length_78229_cov_21.463125 10119..11519 decarboxylase BAQ0OOOO7

741/ Heal-resistant
99.87 741 NODE_31_length_55707_cov_22 565131 5428355023 agglutinin CP040456

747/ Heat-resistant
996 747 NODE_117_length_9719_cov_18 266472 7686..6432 agglutinin JFB0BT24

2088/ Adherence

KMANE 449 lannth 2040 ~me 90 727820 1142 2990

iha LR ~oANNa7A




Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

* Plazmidy

73 )
Ryngns®

<4

Male kruhove molekuly DNA
Nachazeji se mimo chromozom

Mohou se predavat horizontalné (i
mezidruhové)

Hraji dulezitou roli jako vektory
rezistence k antibiotikiim,
dezinfekénim latkdm a tézkym kovam

Déli se do skupin inkompatibility —
neschopnost plazmidu ze stejné
skupiny koexistovat v téze bunce

Plazmidy

Bacterial DNA Plasmids

Autor:Spaully , Nazev:Plasmid (english).svg
Zdroj:http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Soubor:Plasmid_(english).svg&page=1
Licence :http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0,

https://www.slideserve.com/oleg/mimojadern-d-di-nost-d-di-nost-kvantitativn-ch-znak
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Hodnoceni sekvenacnich dat u bakte

& cge.cbs.dtu.dk//cgi-bin/webface.fegiZjobid=5FAD726B0000050B23AFE1AS B % @

* PlasmidFinder

* Video 4. PlasmidFinder

PlasmidFinder-2.0 Server - Results

Instru

Organism(s): Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae,Acenitobacter baumannii

IncFIB(APD01918) 98.39 682 /682 NODE_59_length_30681_cov_28.309943 14632144 AP001918
IncFIC(FII) 95.79 499 /499 NODE_19_length_77206_cov_42.448358 6452..6948 AP001918
IncHIHA 99.76 4201 420 NODE_22_length_67243_cov_25.894869 3846438883 AF250878
Incl1-I(Gamma) 99.3 14271142 NODE_61_length_30173_cov_36.126972 1163911780 AP005147

Input Files: ecolil.fa

[ Results as text | [ Results tsv | [ Hits in genome seqs || Plasmid

4
LRpgns'®



https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/

Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

« Pfibuznost plazmidu
« Typizace vybranych genu
« Urc€eni plazmidového sekvencniho
typu

« Neékteré linie plazmidu jsou
epidemické (vyskytuji se Casto,
nékdy i v riznych prostfedich)

- Casto jsou spojené s konkrétnim
genem rezistence, ktery nesou




Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

e PMLST
 Video €. 5 pMLST

Cge.CoS.OTU.OK//CgI-DIN/WEDTACE.TCg! {0DIa=3HALIS  EBUUUY 1 45A4US4HUED & W9

licrosoft Word - Pr...

Center for Genomic Epidemiology

Home Services Instructions

pPMLST-2.0 Server - Results
pMLST profile: IncF RST
Sequence Type: [F18:A8:B1]

Locus Identity  Coverage Allglment Lzllele" Gaps Allele

extended output

S‘Sd“m &

&,

L
97?—‘,
Z
a
5
S

gRST
e&‘ﬂ‘ns Tag 7

4
G]g UNEN 5\‘5



https://cge.cbs.dtu.dk/services/pMLST/

Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

° F antigeny cge.cbs.dtu.dk//cgi-bin/webface.fcgi?jobid=5FAD7AAEQO00343EBO9FFFD 1 W x @®@ @

rosoft Word - Pr...

. r Center for Genomic Epidemiology

 Bilkoviny fimbrii

Home Services Instructions Output

 FimTyper

FimTyper-1.0 Server - Results

- Video 7. FimTyper  Fmropemmes

FimH type - E.coli

. vadenty | QuerymsPiengtn | comip | Posttion n comig

| Results as text ‘ | Results tab separated ‘ | Hit in genome sequences | | Fimtype sequences |

Selected %ID threshold: 95 %

Input Files: ecolil.fa

Support Scientific problems Technical problems

Copyright DTU 2011/ All rights reserved
Center for Genomic Epidemiology, DTU, Kemitorvet, Building 204, 2800 Kgs. Lyngby. Denmark

ses““m £,

ke,

s
%
Z
a
e

S

)
£
B
4
A

T

B A
LRpgns'®



https://cge.cbs.dtu.dk/services/FimTyper/

Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

e Serotypy

) L. . . . Capsule (K)
« Taxonomické Clenéni E. coli na o Flagela (H)
subdruhove urovni Cell
membrane o\
« Dle antigennich struktur Fimbriae (F) =" -
« O antigen (lipopolysacharid) ’
- =0
« H antigen (flagelarni proteiny) Production of toxins ———# o ® g8
®

« SerotypeFinder

http://lwww.ecl-lab.ca/en/ecoli/index.asp



https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/

Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii
Fylogeneticka analyza

* RuUzné programy pro analyzu
pribuznosti bakterialnich izolatu

« Analyza ,core genomu” (geny, co
maji daneé izolaty spolecné) — pocet
SNP (odliSnych mist, SNP — single
locus variant)

» \ysledek — fylogeneticky strom

« CSI phylogeny
« RAXML
 ParSNP




Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii

« CSI Phylogeny
* Video 8. CSI Phylogeny

Tree scale: 0.01 .

Origin

£l
X1

xa

N

BIOMKIZ
ColMGE2E)
Col[B5512)
Co(156)

| Waste water
I Dog188
. Dog . M24

| Bird

B Human 45
L HP43
78



https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/

Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii
Grafické zpracovani

Tree scale: 0.001 ————
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* Vizualizace fylogenetickych

Luxembourg 2016 Bovine ONTH25 O
Luxembourg 2016 Bovine O11:H25 O
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China 2018 Human O11:H25 ]
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https://itol.embl.de/login.cgi

Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii
Grafické zpracovani

« ITOL
« Typy datasetu - Video €. 11. iTOL datasety uvod

« Tvorba datasetu pres webové rozhrani - Video €. 12 iTOL
datasety web interface

« Dataset typu Binary — Video 13., 14. a 15. iTOL dataset
binary

« Dataset typu text — Video 16. iTOL text dataset
« Export dat — Video 17. iTOL export dat




Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii
Aligment

« Alignment

V4 V4 . . r v
° E ;e raze n I m I n I m a I n e d VO u  Reads assembled to APO17893 Ref. plazmid (Contig)
Flle Edit View Sequence Annotate & Predict Help
ContigView Annotations Virtual el Lengths Graph TextView  Info
& % Growat GRC 3P Transate @) Add/Edit Amotaton | & Alow Ediing @ Annotate &Predict = Primer Design | [ Save 1]

’
[r 10,000 g [ g .00 50,000 0,008 70,000 50,000 0,000 0 g7 [
Venci y PR o e | "’
b 2L wofs% |ae || B[22
Live Annotate & Predict

’ Ve V' L4 v
Annotate from._. >
oapovidaajiCl sl use rmo ; Y-
Simiariy: w0l [
Source: B FlacMspper Festures
4‘ d
Aoty | [ ndv
O S e 0 u 52
o o @ o o oE o s | Drmdonss ?
Consensus [GAAAGACGTCTGECAGACAGACGEGGCCTGCTCAAGCGECCGTTCAGCEECTTTTACT6CCGTGTTIGTACTTITTCCTITTTC, | s @
3 Minimum size: 00/
(e Genetic codes[Standard ¢
, . 20 2500 2500 25300 2540 250 250 2520 | Start codons{TTS, CTG, ATG @
° T APOT7883.. NGECAD A A A A o Indude nterior ORFs
Continue outside sequence %
£ a1cos < & ooty | [ Resore et %
I
[ Transfer Annotations 2] (A
Simrity: o n

CostMatrix: [65% simiarity (5.0/4.0)

CCGTTICAG

CCTGCTCAAG CTTTTACTGCCGIGTTGTACTTTITCCTTTTC e e

jejich podobnosti/rozdilnosti urcit -
predpokladanou miru jejich e
mozné pribuznosti

< >
Ficuse over base 23,483 in Gonsansus

* Program Geneious

* Video 18. Geneious

? -
4 UNEN s




Hodnoceni sekvenacnich dat u bakterii
Anotace

 Anotace

* Na zaklade shody s drive
popsanymi useky lze popsat N Ty

pfitomné geny a ptedpokladat, " N —— o
jakou by mohly mit funkci liGi |
« Shodné useky s dfive popsanymi
genomy lze hledat pres BLAST
——

* Program Geneious

* Video 18. Geneious



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Dekuji za pozornost
Dotazy?

h17005@vfu.cz



