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Abstrakt

érevny mikrobiém organizmov obsahuje vysoké mnozstvo mikroorganizmov, ktoré
ovplyvihuji fungovanie jedinca. Na identifikiciu mikrobialnych spolocenstiev je mozné
pouzit mnoho réznych nastrojov a softvérov. V tejto praci sme vyuzili sekvenovanie
tretej generacie spolu s basecallerom Dorado a workflowmi Oxford Nanopore Techno-
logies. Dospeli sme k zaveru, Ze tieto nastroje st vhodné na identifikaciu mikrobidlnych
spolocenstiev. Basecaller Dorado produkuje kvalitné ¢itania porovnatelné s uz zauziva-
nym basecallerom pre Oxford Nanopore ¢itania - Guppy. Workflow wf-metagenomics
vyuzivajuci nastroj Kraken 2 a Bracken poskytuje kvalitni identifikiciu taxénov pri-
tomnych vo vzorkach.

Cielom tejto prace bolo zistit, ako uZivanie antibiotik alebo odpadovej vody dokaze
ovplyvnit zastipenie mikroorganizmov v ¢revach a tym narusit spravne fungovanie je-
dinca. Pomocou experimentalnych modelov s laboratérnymi zvieratami sme zistili, ze
antibiotikd znizuju diverzitu ¢érevnej mikroflory u mysi a odpadova voda vyrazne meni
zastipenie jednotlivych druhov mikroorganimov v ¢revach u potkanov. Po uzivani od-
padovej vody sa vyrazne zvySuje zastipenie baktérii kmena Firmicutes. Mierny nérast

hojnosti bol pozorovany aj u kmenov Bacteroidota, Proteobateria a Actinobacteria.

KTacové slova: crevny mikrobiom, odpadova voda, antibiotikd, wi-metagenomics,

Dorado, Kraken 2, sekvenovanie tretej generacie
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Abstract

The gut microbiome of organisms contains a high number of microorganisms that af-
fect the functioning of the individual. Many different tools and software can be used to
identify microbial communities. In this work, we used third-generation sequencing to-
gether with Dorado basecaller and Oxford Nanopore Technologies workflows. We have
come to a conclusion that these tools are suitable for the identification of microbial
communities. Basecaller Dorado produces high quality reads comparable to the alre-
ady widely used basecaller for Oxford Nanopore reads - Guppy. The wf-metagenomics
workflow using Kraken 2 and Bracken provides high-quality identification of taxons
present in the samples.

The aim of this work was to find out how antibiotics or wastewater can affect the
abundance of microorganisms in the intestines and thereby disrupt the proper functi-
oning of an individual. Using experimental models with laboratory animals, we found
that antibiotics reduce the diversity of intestinal microflora of mice, and wastewater
significantly changes the abundance of individual types of microorganisms in the intes-
tines of rats. After using wastewater, the abundance of Firmicutes bacteria increases
significantly. A slight increase in abundance was also observed in the phylum Bactero-

idota, Proteobateria and Actinobacteria.

Keywords: gut microbiota, wastewater, antibiotics, wf-metagenomics, Dorado, Kra-

ken 2, third-generation sequencing
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Uvod

Odpadova vodu mozeme definovat ako pouzitt vodu z doméacnosti, priemyslu ¢i pol-
nohospodarstva, ktora je tymto pouzitim znecistena. Najcastejsie putuje kanalizacnym
potrubim do ¢istiarni odpadovych vod (COV). V dnesnej dobe rozvinutého priemyslu
a polnohospodarstva sme svedkami ¢oraz vicsieho znecistovania vody. Do odpadovych
vod sa napriklad priemyselnymi praktikami ¢i samotnym posobenim jednotlivca uvol-
nuju mnohé zluceniny, ktoré ju znecistuju a vSeobecne nartsaji vodny cyklus. Viacero
vedeckych ¢lankov sa v poslednych rokoch zaobera tymito zlu¢eninami nazyvanymi aj
emerging pollutants, ¢o mdzeme v preklade pochopit ako novoobjavice sa znecistujtce
latky [1]. Problémom vznikajtcich znecistujucich latok je nedostatok vedomosti o ich
vplyve na udské zdravie, Zivotné prostredie a vodné prostredie. Tieto latky su aktivne
skimané, rovnako aj ich mozny dopad na volne Zijice Zivo¢ichy a Tudské zdravie.

Beznym znecistovatelom vody st napriklad farmaceutické zlac¢eniny [1]. Patria sem
hormény, antidepresiva, antibiotika, protizapalové antiepileptika atd. Vyuzivaju sa v
domaécnostiach i nemocniciach a po podani sa tieto liec¢iva vylucia ako povodné alebo
metabolizované. Mnoho $tudii poukazalo na pritomnost liekov v komunalnych odpa-
dovych vodéach, povrchovych vodach i v niekolkych podzemnych a pitnych vodéach. V
rokoch 2015 az 2016 bola realizovana Studia o monitorovani Sirokej skaly antibiotik v
odpadovej vode z ¢istiarni [2]. Jednalo sa o prvi $tudiu na medzinarodnej urovni a bolo
do nej zapojenych 7 eurépskych krajin. Z 53 sledovanych antibiotik bolo vo vytoku z
COV aspofi raz detegovanych 17. Hoci ¢istiarne odpadovych vod vyuzité v tejto studii
boli v stlade s legislativou EU, bolo zistené, Ze pozorované antibiotiké v koncentraciach
v rozmedzi od 3 do 598 ng/l sa nepretrzite vypustaju do sladkovodnych a morskych
ekosystémov. Toto moéze ovplyvnit Zivotné prostredie a latky sa mozu dostat az do
pitnej vody. Pravidelné pitie odpadovej vody by mohlo prispiet k vyvoju rezistencie
na antibiotika. Aj ked koncetracia antibiotik vo vode nemusi dnes znamenat nebezpe-
¢ie, v buducnosti sa situdcia moze rapidne zhorsit. Zapricinit to moéze napriklad rast
populacie a tym sposobend vyssia spotreba antibiotik.

Ako konkrétny priklad znecistenia vody uvadzame laboratérnu analyzu odpadove;j
vody z ¢istiarne v Trnave (COV Zelenec), ktora poukazala na mnozstvo latok nachadza-
jucich sa vo vode aj po jej dokladnom vy¢isteni. Presny zoznam latok je prezentovany

v tabulke Priloha A. Mnohé z vypisanych latok st vo vyssich koncentraciach vysoko
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navykové, hlavne drogy a lieky proti tizkosti a bolesti s tlmivym t¢inkom. Medzi takéto

latky patria hlavne:

e lieky - alprazolam (anxiolytikum), oxazepam, haloperidol (antipsychotikum), tra-

madol (analgetikum), sertralin (antidepresivum)
e drogy a opiaty - MDMA (extéza), morfin, katinon, kokain, kofein (alkaloidy),
e metabolity - norketamin, kanabinol, norsertralin

Cielom tejto préace je identifikovat zmenu ¢revnej mikroflory (spolocenstva organiz-
mov v ¢revach) u potkanov po uzivani odpadovej vody a u mysi po uzivani antibiotik.
Zmena bude pozorovana predovsSetkym na trovni kmenov a rodov baktérii v ¢revach
mysi a potkanov. Zameriame sa aj na konktrétny pocet najdenych druhov. Ak nastane
pokles, ¢i vzrast hojnosti urcitych druhov baktérii u laboratérnych zvierat, je mozné,
ze podobny vplyv mdze mat odpadovéi voda aj na traviaci systém cloveka.

Dalsim cielom je priblizenie celého procesu charakteristiky ¢revnej mikroflory. Zis-
kanie vzoriek mikroflory, premietnutie ich do dat a néasledné spracovanie a analyza st
typické stucasti takéhoto procesu. Doraz bude kladeny na overenie pouzitych nastrojov,
¢i st vhodné na charakteristiku mikrobialnych spolocenstiev.

V prvej kapitole si najskor popiSeme zdkladné pojmy potrebné na pochopenie nasej
prace. V dalSej kapitole si ujasnime aké vzorky budeme pouzivat, ich zdroj, sposob
ich spracovania, pouzité metody a softvér. Dalej v kapitole Vysledky budt odprezento-
vané ziskané poznatky a pozorovania nasej analyzy. Nakoniec sa v zavere¢nej kapitole

budeme venovat diskusii k pouzitym néstrojom a ziskanym vysledkom.



Kapitola 1

Zakladné pojmy

1.1 Mikrobiém

Pojem mikrobiom mozeme definovat ako spolocenstvo v8etkych mikrobov - baktérii,
hab, virusov, spolu s ich prirodzenym prostredim v ktorom Ziju [4]. Mikroby s zvacsa
viditeIné len pod mikroskopom, no aj napriek svojej malej velkosti dokézu silne ovplyv-
nit zdravie jedinca. U mnohych organizmov, napriklad aj ¢loveka, pozndme roézne druhy
mikrobiému - oralny, kozny a ¢revny. Kazdy mikrobiom mé svoje typické zastiipenie
mikrobov.

Organizmy ¢revného mikrobiému, nazyvané aj ¢revna mikroflora sa nachadzaju v
traviacom trakte Zivoc&ichov, vratane ¢loveka. V Tudskych érevach Zije priblizne 10'3
baktérii, ktoré tvoria az 60% stolice [5]. Jedna z najznamejsich ¢érevnych baktérii je
Escherichia coli. Celkovo mézu ¢reva obsahovat vySe 500 druhov baktérii [6]. Spolu
so svojim hostitelom vytvaraja tieto mikroorganizmy obojstranne vyhodny vztah -

mutualizmus. Medzi hlavné prinosy mikrobiomu v tele patri:

e zamedzenie rastu patogénnych druhov mikrooganizmov pomocou produkcie 14-

tok, ktoré skodia tymto patogénom [7],
e dodéavanie zdroja energie pre vyvoj Criev,

e formovanie imunitného systému tym, ze tvori Struktiry a metabolické produkty,

ktoré reguluji imunitné bunky |[8],
e fermentovanie celulozy a nestravenych organickych latok v ¢revach [9]

Na to, aby mikrobiém spravne fungoval a plnil spomenuté tlohy musi byt v rovnovahe.
Crevnt mikrofloru moze ovplyvnit a teda narusit jeho rovnovahu mnoho faktorov ako
strava a diéty, antibiotika, probiotika, vek, stres, atd. Tieto naruSenia dokézu napri-

klad prinosné baktérie zmenit na patogénne a tym ovplyvnit zdravie jedinca. Roznymi
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stadiami boli dokdzané ochorenia asociované s narusenim ¢revného mikrobiomu. Me-
dzi takéto ochorenia patri obezita, diabetes mellitus typu II, cirhéza pecene, rakovina
¢reva [10]. Crevny mikrobiom moézeme povazovat za vyznamny ¢lanok, ktory ovplyiuje
spravny vyvoj a zdravie zivocichov.

Kolekciu genomov a génov zloziek mikrobiému nazyvame metagenom [4]. Metage-
ném teda obsahuje celkovu geneticki informéciu mikrobiomu. Metagenomika je veda
zaoberajica sa stidiom genémov mikrobidlnych komunit. Vysledkom tohto druhu sta-

dia sa najcastejSie zistuje zloZenie a potencidlna funkcia mikrobiému.

1.2 Sekvenovanie

Proces, pri ktorom sa urcuje primarna Struktira DNA, teda poradie nukleotidov v
konkrétnych retazcoch DNA sa nazyva sekvenovanie. Sekvenovanim celého genému
ziskame poradie nukleotidov celého organizmu. Pre ziskanie metagenému je potrebné
osekvenovat cely mikrobiém v jednom kroku.

Proces sekvenovania moze prebiehat vyuzitim réznych technik. Medzi prvé techniky
sekvenovania patrila Sangerova metoda a Maxam-Gilbertova metoda. Tieto metody
boli zalozené na enzymatickych a chemickych vlastnostiach DNA. Vysledky bolo nutné
ruc¢ne analyzovat. Neskor pribudli dalgie modernejsie metody, spadajice pod druhi a
neskor tretiu generaciu sekvenovania. Automatické analyzatory DNA a pocitacom ria-
deny zber dat umoznili simultanne sekvenovat niekolko milionov fragmentov v jednom

behu.

1.2.1 Nanopoérové sekvenovanie

Nanoporové sekvenovanie je technologia spadajiica pod tretiu generaciu sekvenovania.
Umoziuje priamu analyzu dlhych fragmentov DNA/RNA v redlnom ¢ase, ¢o poskytuje
okamzity pristup k vysledkom. Taktiez je mozné zastavenie sekvenovania po dosiahnuti
vysledku. Prave produkcia dlhych fragmentov umozinuje identifikaciu dlhych repetitiv-
nych sekvencii, dokaze zlepsit metagenomicki analyzu blizko pribuznych druhov. Po-
mocou nanopoérového sekvenovania dokazeme sekvenovat celé mikroby v jednotlivych
¢itaniach, ¢o znacne ulahc¢uje ich naslednu identifikaciu[11]. Prvym nanopoérovym sek-
venatorom je MinION od firmy Oxford Nanopore Technologies (obrazok 1.1). Medzi
novsie ONT sekvenatory patri GridlON ¢i PromethION.

Nanopoérové sekvenovanie funguje tak, Ze monitoruje zmeny elektrického pradu, ked
nukleové kyseliny v podobe jednovlaknovych retazcov prechéddzaju cez proteinovy na-
nopor [12]. Nanopory su vlozené do elektricky odolnej membrany (obrazok 1.2). Stovky
az tisicky takychto nanopérov sa nachadzaju na tzv. flowcelle (prietokova bunka). Za-

porne nabité nukleotidové retazce st prehanané cez nanopéry zo zaporne nabitej strany
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Obr. 1.1: MinION sekvenator of firmy ONT. Pomocou pipety sa vnesie roztok obsahu-
juci DNA/RNA. Vysledné data sa z pristroja priamo posielané do zariadenia. Zdroj:
https:/ /nanoporetech.com /products

membrany do kladne nabitej strany. Retazec je pohanany cez péry pomocou motor
proteinu (molekularneho motora), ktory sluzi aj na rozpletenie dvojvldknovej DNA na
jednovlaknovi pomocou svojej helikdzovej aktivity. Kazda z nukleotidovych béaz (A,
C, T/U, G) po prechode nanopoérom je identifikovana svojim charakteristickym naru-
Senim elektrického prudu. Vysledny signéal sa dekoéduje pomocou algoritmov, aby sa
ziskala Specificka sekvencia DNA alebo RNA. Tento proces nazyvame aj basecalling
(volanie baz). Basecalling je mozné spustit priamo popri sekvenovani, ale aj dodatocne
cez rozne softvéry. Oddelenie sekvenovania od basecallingu je ¢asto vyhodou. Basecal-
ling vyzaduje vela vypoctovych prostriedkov, robi velké mnozstvo zapisov a ¢itani, ¢o
moze viest k strate sekvenovanych dat. Medzi zname basecallery od firmy ONT patri

napriklad Guppy, Bonito ¢i Dorado.

1.3 Taxonoémia

Biologicka klasifikacia alebo aj taxondémia popisuje abstraktné trovne skupin organiz-
mov - taxéonov. Zékladny hierarchicky systém taxonémie pozostéava z trovni: doména,

risa, kmen, trieda, rad, ¢elad, rod a druh. Tri hlavné domény Zivota stu: Bacteria (bakté-
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dsDNA

nanopor

membrana

+

Obr. 1.2: Princip nanoporového sekvenovania. Zdroj:
https://doi.org/10.7875 /togopic.2020.01

rie), Archaea (archeony) a Eukarya (eukaryoty). Ich vyvoj a ¢lenenie popisuje obrazok
1.3.

1.3.1 Mikroorganizmy ¢revného mikrobiému

Z 55 kmenov, ktoré tvoria doménu Bacteria, sa sedem az devit nachadza v Tudskom
¢reve [13|. Najvicsie zastipenie maji kmene Bacterioidetes a Firmicutes. Iné kmene
identifikované v Tudskom ¢reve zahfhaju Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria a
Verrucomicrobia. Bakterialni druhy nachédzajice sa v lumene sa liSia vo svojom zlozeni
od slepého ¢reva po konecnik. V slepom ¢reve sposobuje pomalé doba prechodu a ne-
dostatok jednoduchych cukrov prevazovanie fermentac¢nych anaerébov degradujicich
polysacharidy. Nachadaju sa tu najma rody Prevotella, Roseburia, Faecalibacterium,
Lachnospira a Eubacterium. V tisekoch hrubého ¢reva si bezné mukolytické (degradu-
juce mucin) a proteolytické druhy (produkujuce proteazy), napriklad rodu Bacteroides,
Ruminococcus, Akkermansia, Bifidobacterium, Methanobrevibacter, Desulfovibrio, Pro-

teus a Escherichia.

Zatial bolo zistenych velmi malo druhov Archaea. Doména Archaea pozostava z
jednobunkovych mikroorganizmov, ktorych struktira je podobna baktériam [14]. Ar-
cheony boli nadjdené v roznych extrémnych prostrediach - velmi kyslé, slané, hortce ¢i
studené prostredia. Metanogénne archedény dokazu produkovat metan a boli najdené

aj v gastrointestinalnom trakte cicavcov (vac¢sinou Methanobrevibacter smithii).
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Bacteria Archaea Eukaryota

Green non-sulfur bacteria Animals Ciliates

Green plants

Methanosarcina
Methanobacterium

Gram-positive bacteria

Purple bacteria Haloarchaea

Fungi
i Methanococcus
Cyanobacteria

Thermococcus

Thermoproteus Flagellates

Flavobacteria & allies Pyrodicticum

Microsporidia

Thermotogales

Obr. 1.3: Domény zivota. VSetky tri domény maji nejakého univerzalneho spolo¢ného
predka - LUCA (last universal common ancestor). f)alej sa delia na rozne rise, kmene,

triedy atd. Zdroj: https://en.wikipedia.org/wiki/Three-domain _system

1.3.2 Taxonomicka klasifikicia metagenomickych dat

Jednou z najbeznejsich metdéd pouzivanych na taxonomickt identifikdciu druhovej di-
verzity prokaryotov (Bacteria a Archaea) je sekvenovanie génu, ktory koduje mala
podjednotku ribozomalnej RNA (16S rRNA) [13]. Dalsou metédou vyzkumu nezavis-
lom na kultture je sekvenovanie celého genému, ktoré poskytuje kolekciu vSetkych génov
pritomnych vo vzorke. Sekvenovanie celého genému tiez umoznuje analyzu funkénych
a metabolickych sieti, a taktiez detekciu génov, ktoré patria nebakterialnym ¢lenom

mikrobidlnej komunity, ako st virusy, kvasinky a protista.

Po sekvenovani je potrebné jednotlivym ¢itaniam urcit ich taxonomické zaradenie.
To znamend, Ze je potrebné porovnat sekvencie ¢itani s referen¢nou databazou. V po-
slednych rokoch bolo mozné vidiet niekolko pristupov, ako tuto tlohu splnit ¢asovo
efektivnym spdsobom. Jednym z takychto nastrojov je Kraken 2 [15]. Jeho algorit-
mus funguje na zéklade vyberania k-merov a heSovania. Kraken 2 je nastupca néstroja
Kraken, pricom algoritmus Kraken 2 zredukoval vyuzitie paméte o 85% vodi jeho pred-

chodcovi.

Na zaciatku st z kazdého ¢itania referen¢nej kniznice vybrané k-mery. Predovolena
dlzka k— 36. Kazdy k-mer je klasifikovany pomocou najdenia jeho minimalizatora (mi-
nimizer), ktory je prednastaveny na dizku 1 = 31 bp. Hodnoty k a 1 je mozné menit.
Minimalizator 1 bp k-meru (1 < k) definujeme ako lexikograficky najmensi kanonicky

l-mer nachédzajici sa v k-meri. Minimalizator - I-mer sa nazyva kanonicky, ak je lexi-
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kograficky mensi alebo rovny jeho reverz komplementu.

Nasledne sa vyuZzije maska (s), ktora aplikuje medzery na minimalizator. Hodnota
masky s je ¢islo, ktoré urcuje kol'ko z pozicii baz minimalizatora bude maskovanych.
Maskovanie bazy znamena, ze dana baza nebude pouzita v d'alsich krokoch. Pomocou
hesovacej funkcie sa minimalizatory zahesuju do kompaktnej hesovacej tabulky (CHT,
compact hash table) v podobe jednotiek a nul. Takto upravenému k-meru je priradeny
najnizsi taxoén posledného spolo¢ného predka (LCA, last common ancestor) v podobe
jeho kompaktného hes kodu. V. CHT su teda uloZené dvojice klti¢-hodnota pri¢om
kl'a¢ predstavuje zaheSovany minimalizator (15 bitov) a hodnota predstavuje konkrétny
LCA taxén (17 bitov). Jeden zdznam v CHT predstavuje pole fixnej dlzky 32 bitov.
Zjednoduseny popis postupu je mozné vidiet na obrazku 1.4.

Po vytvoreni CHT je v nej mozné zacat vyhladavat. Pre vstupné sekvencie baz sa
vytvoria ich k-mery, nasledne minimalizatory, ktoré sa zahesuju a ich kompaktny he-
Sovaci kod je pouzity ako vyhladavaci dotaz v CHT. CHT sa prehladéva linearne. Pri
klasifikacii sa zaznamenéva, kol’ko k-mer hitov bolo namapovanych na kazdy taxon, ¢im
sa vytvori orezany klasifika¢ny strom. Algoritmus priradi kazdému ¢itaniu najSpecific-
kejsie oznacenie, aké moze [16]. Napriklad, ak je ¢itanie urcitej dizky 100% identické
s dvoma réznymi druhmi, Kraken 2 ho priradi k ich najnizsSiemu spolo¢nému predkovi
(LCA), ktory moéze byt na trovni rodu alebo vyssej. Pre vzorku obsahujicu viac velmi
podobnych druhov to znamena, Ze pocet druhovo Specifickych ¢itani moéze byt ovela
nizsi, ako sa ocakavalo. Na vyrieSenie tohto problému sa vyuziva nastroj Bracken (Ba-
yesian Re-estimation of Abundance after Classification with KrakEN) [17]. Bracken
pouziva Bayesovsky algoritmus a premiena vystup Krakena na odhady pocetnosti na

arovni druhov.

1.4 Diverzita mikrobidlnych spolocenstiev

Pod pojmom divezita budeme chapat bohatost a pocetnost organizmov na tirovni druhu
(biodiverzita). Pocetnost je definované ako miera poctu alebo frekvencie jedincov toho
istého druhu (kvalita)[18]. Bohatost alebo aj réznorodost urcuje pocet roznych orga-
nizmov (kvantitu). V ramci tejto prace budeme pouzivat aj mieru nazyvani hojnost
(angl. abundance). Hojnost predstavuje pocet - zastupenie jedného taxénu vo vzorke.

Biodiverzitu je mozné skiimat na viacerych urovniach. Definujeme ich ako alfa, beta
a gama diverzitu [19].

Alfa diverzita sa vztahuje na diverzitu v lokdlnom meradle. Opisuje bohatost druhov
v ramci funkéného spolocenstva, napriklad mikrobiému, ¢i inych ekologickych jednotiek
- rybnik, tsek pozemku, a iné. Beta diverzita popisuje rozdielost zasttpenia druhov

medzi komunitami, napriklad v réznych mensich lokalitach. Gamma diverzita opisuje
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celkova druhovu diverzitu v ramci spolocenstiev vo vicsej geografickej oblasti. Casto
sa vyjadruje bohatost druhov medzi krajinami a bioregiénmi.

V pripade alfa diverzity vieme vystihnit mnohé aspekty spolocestiev jedinou hod-
notou - indexami diverzity [20]. Tieto indexy su zaloZené bud na empirickom pristupe,

alebo matematickych teériach, napriklad Shannonovej informacnej teérii.

1.4.1 Index poctu taxénov

Najjednoduchsim indexom diverzity je urcenie poc¢tu taxénov, nachadzajucich sa v
spolocenstve. Ide o hodnotu spadajicu do kategorie indexov zalozenych na pocetnosti

druhov. Tento index v sebe nesie informéaciu o celkovom pocte nédjdenych druhov:

S = pocet taxénov

1.4.2 Shannon-Weaverov index diverzity

Shannon-Weaverov index diverzity je zalozeny na pomere pocetnosti druhov a vyché-
dza z informacnej teoérie. Jeho hodnota vyjadruje, kolko rovnako pocetnych druhov by
vytvorilo index s rovnakou hodnotou. Zvyc¢ajne nadobtuda hodnoty 1,5 az 4,5. Teore-
ticky moézeme dostat aj hodnotu indexu = 0 pri absolitnej dominancii jedného druhu

[21]. Zakladny vztah na vypocet Shannon-Weaverovho indexu je:

s
H = _Zpi In p;
i=1

n;

pi:N

kde S je celkovy pocet taxénov, p; je pocet jedincov i-teho druhu a N celkovy pocet

jedincov.

1.4.3 Simpsonov index divezity

Simpsonov index divezity vyjadruje ako bohatost populacie, tak aj rovnomernost. Jeho
hodnota sa nachadza v rozpati 0 az 1. Cim vyS8iu ma index hodnotu, tym vyssia je
diverzita spoloc¢enstva. Je silne zavisly na najpocetnejsich druhoch a menej citlivy ku
vzacnym druhom. S jeho zvySujtcou sa hodnotou stipa dominancia a klesa vyrovnanost
spolocenstva. Hodnotu Sipsonovho indexu vypocitame pomocou vztahu:
P-E
i=1
kde S je celkovy pocet taxénov, p; je pocet jedincov i-teho druhu a N celkovy pocet

jedincov.
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GCATTGTAGCATCGACGTGCCACTGCCGAGTCAGA - k-mer (35)
- | bp minimizer (31)

@ aplikuje samaskas=7

TTGTAGCATCGACGTGC-A-T-C-G-G-C-G

[] hesovanie

J vlozenie do CHT

15 bitov

Obr. 1.4: Ukazka postupu algoritmu Kraken 2. k-mer ma dlzku 35 béz, l-mer 31 bp.
l-mer sa zaheSuje do univerzilneho hes kédu pomocou hesovacej funkcie. Do CHT sa

ukladé univerzalny hes kod minimalizétora spolu LCA ako dvojica kIi¢-hodnota.



Kapitola 2

Metodika prace

2.1 Zdroj vzoriek

Najskor sa ako vhodné modelové organizmy zvolili mysi a potkany. Tieto laboratérne
zvierata boli chované vo zverinci Lekéarkskej fakulty UK, vedenom Ustavom molekulér-
nej biomediciny. Experimenty boli schvalené etickou a veterinarnou komisiou. Zvierata
mali ad libitum pristup k Standardnej strave a vode. S vynimkou potkanov v skupine,
kde bola namiesto obycajnej kohutikovej vody podévané odpadova voda z ¢isticky od-
padovych vdod v Trnave (COV Zelenet) po dobu 8 mesiacov. Analyza vody z cov
Zelenet je uvedend v ivode prace a v Prilohe A. MySiam bol podévany koktejl antibi-
otik po dobu 2 tyzdnov. Mysiam bola stolica odobraté pred a po podavani antibiotik.
Potkanom z kontrolnej aj z experimentalnej skupiny bola stolica odobrata na konci
experimentu. Manipulacia so zvieratami prebiehala vylucéne vo zverinci pod dohladom
pracovnikov zverinca. Vzorky na analyzu boli po danom c¢ase zmrazené a prebrané na

dalsie spracovanie a analyzu v laboratoériach Slovenskej akadémie vied (SAV).

2.2 Spracovanie vzoriek

Jednym z kli¢ovych bodov spracovania vzoriek bola izoléacia ¢istej DNA z vykalov. Na
tento proces sa vyuzili tzv. kity. V nasom pripade konkrétne QIAamp PowerFecal Pro
DNA Kit (obréazok 2.1) od firmy QIAGEN (Holandsko). Tento kit je presne uréeny na
izolovanie DNA zo stolice a vo vysledku poskytuje vysoku bakteridlnu diverzitu|22].
Vzorky spracovavané pomocou supravy kitu sa pridali do skumavky so Specidlnymi
gulockami (bead beating tube) a nésledne prebehla homogenizéacia pomocou chemic-
kych a mechanickych metéd. Akonahle boli bunky lyzované, odstranili sa inhibitory
(polysacharidy, zlu¢eniny hému) a vysledna genomova DNA bola zachytend pomocou
silikbnovej membrany v spin-column skiimavke. V poslednom kroku sa premyla a elu-

ovala. Takto pripravenym vzorkam bola zistena koncentracia DNA laboratérnymi pra-

11
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covnikmi. Na zéklade hodnoty koncentréacie sa vybrali najvhodnesie vzorky (tabulka
2.1).

Obr. 2.1: Ukazka PowerFecal kitu. Zdroj: https://www.qiagen.com /us

V d'alsom kroku nasledovala priprava vzoriek na sekvenovanie pomocou Rapid Sequ-
encing Kit of firmy Oxford Nanopore Technologies (ONT). Tento kit slazi na pripravu
kniznice a DNA barcoding. Pomocou kratkych tisekov DNA zo Specifickych génov sme
si takto identifikovali druhy vzoriek, s ktorymi narabame. Celkovo sa takto oznacilo
6 vzoriek potkanej DNA - 3 kontrolné a 3 ovplyvnené odpadovou vodou, 5 vzoriek
mySacej DNA - 3 kontrolné pred antibiotikami a 2 po uzivani antibiotik a jedna vzorka
Escherichia coli ako pozitivna kontrola. Presné pridelenie barkédov ku vzorkdm je

uvedené v tabulke 2.1.

V poslednom kroku sa vysledny obsah skiimavky so vSetkymi druhmi osekvenoval.
Ako sekvenator sa pouzil MinlON Mk1B od firmy ONT s flowcellou FLO-MIN106.
Report zo sekvenovania uvadza, ze bolo vygenerovanych 1,5 miliéna ¢itani, ktoré spolu
obsahuju priblizne 4 Gb.
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Tabulka 2.1: Tabul'ka vzoriek s pridelenymi barkodmi. Vysvetlivky: WW - waste water
vzorka; CTRL - kontrolna vzorka; ATB - vzorka po podani antibiotik; za ¢islom vzorky

je pri potkanich vzorkach uvedené, ¢i ide o samca (M), alebo samicu (F)

Barcode Druh vzorky Cislo vzorky Organizmus

1 CTRL ™ potkan
2 CTRL 3M potkan
3 CTRL 3F potkan
4 WW 3M potkan
5 WW 1F potkan
6 WW AM potkan
7 CTRL 1 mys
8 CTRL 2 mys
9 CTRL 4 mys
10 ATB 6 mys
11 ATB 5 mys
12 - - E.coli

2.3 Spracovanie a analyza dat

2.3.1 Basecalling a demultiplexing

Sekvenovanim bol ziskany vystup - tzv. raw data. Tieto data boli ulozené vo FAST5
siboroch v podobe signalov, ktoré zachytili nanopory pri ¢itani baz. V d'alsom kroku
sa spracovali dané signaly a identifikovali sekvencie prec¢itanych béaz pomocou dvoch
basecallerov - Dorado a Guppy.

Guppy je ONT basecaller zaloZzeny na baze neurénovych sieti. Existuje v dvoch
verziach - GPU a CPU, ktoré sa liSia v tom, ¢i program vyuziva centralnu procesorovii
jednotu alebo graficki. GPU verzia je znacne rychlejsia, no vyzaduje aj vykonny hard-
vér. Pre spustenie je potrebné zadat cestu k prie¢inku obsahujuci vstupné stbory (input
path), cestu k vystupnému priec¢inku (save path) a bud nézov konfigura¢ného stboru
(config file), alebo nazov flowcelly (flowcell name) pouzitej pri sekvenovani spolu s naz-
vom kitu (kit name) pouzitom pri priprave vzoriek na sekvenovanie. Typické prikazy

na spustenie mozu vyzerat nasledovne:

#pomocou konfiguralného siboru

$ guppy_basecaller -i <input path> -s <save path> -c <config file>

#pomocou pouzitej flowcelly a kitu
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$ guppy_basecaller -i <input path> -s <save path>
--flowcell <flowcell name>

--kit <kit name>

V naSom pripade bol pouzity prikaz s nazvom flowcelly FLO-MIN106 a kitu SQK-
RBKO004. Pri takomto spusteni si program dokéaze vybrat spravny konfiguracny sibor,
inak nazyvany aj model pre basecalling. Ak by sme chceli vyuzit prvi moznost spus-
tenia softvéru, zoznam kitov a flowcell s ich kompatibilnymi modelmi je mozny néjst
v prirucke softvéru.

Okrem basecallingu dokéze Guppy aj filtrovat ¢itania podla skore priradenému ba-
zam. Vystupom st potom v tomto pripade 2 prie¢inky - fail a pass, kde v priec¢inku
pass dostaneme c¢itania vyhovujice zadanej minimélnej hranici skore a vo fail prie-
¢inku ostatné. Automaticky je skore nastavené na 9 a je mozné ho zrusit pomocou
parametra --disable_gscore_filtering, alebo zmenit na vlastni hodnotu pomocou
parametra --min_gscore za ktorym by nasledovalo ¢islo nového minimalneho skore.
Pri GPU verzii je mozné urcit napriklad parametrom -x cuda:0, kde si program vy-
berie iba GPU zariadenie ¢islo 0. V nasom pripade bola spustend GPU verzia a bolo
zrusené filtrovanie na zaklade skore baz. Vysledné ¢itania st ulozené vo FASTQ sibo-
roch. Ukazka FASTQ suboru:

©005991ec-48db-4clc-94ba-31e7c7186af4
TGCCGTTCCATTTCAGATACAAGGTGTTTA

+
AVACACACACACAVARCACACAVAR QVARACACAC AT AVAVAVA SD R w1
©0011ed2f-c1f4-4c63-8814-696b73ce7540
AAGTATGCTTCGTTCATTCAATTTGGGTGTTTAACCAAGC

+

o) (+. oxxx+95499 \& 2 \7\&\%\&\&\& ) *,23611. (\&\& ()2

Jedno c¢itanie sa sklada zo Styroch riadkov. Prvy riadok obsahuje za znakom '@’
oznacenie ¢itania. V druhom riadku sa nachadza samotna sekvencia nukleotidov ¢ita-
nia za ktorou nasleduje riadok so znakom ’+’. V poslednom riadku je pre kazda bazu
z Citania zapisana jej odhadovana kvalita pomocou ASCII znakov. ASCII koéd kazdého
znaku predstavuje kvalitu jednej bazy v DNA. Vyssia kvalita znamena nizsiu pravde-
podobnost chyby pri sekvenovani. Hodnota kvality QQ (ASCII kod) sa poéita pomocou

vzorca

Q = 33+ (—10log,p)

kde p je pravdepodobnost, Ze baza je urena nespréavne.
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Na rovnakych vstupnych déatach bol spusteny basecall pomocou sofvéru Dorado.
Dorado je vysokovykonny, open source basecaller urc¢eny hlavne pre Oxford Nanopore
¢itanial24]. Najvyssi vykon mé predovsetkym pri POD5 vstupnych suboroch, no fun-
guje aj na FASTH stbory. Tento softvér je stale v alfa verzii. Na jeho spustenie je
potrebny Specificky hardvér - vyzaduje grafické karty typu Nvidia s aspon 8GB pamaé-

tou. Typicky priklad spustenia basecallera Dorada méa syntax:
$ dorado basecaller <model name> fastbs/ > output.sam

Pre dalsiu pracu bol potrebny FASTQ vystup, ktory bol dosiahnuty pridanim pa-
rametra --emit-fastq. Ako model sa pouzil dna_r9.4.1_e8_hac@v3.3. Tento HAC
model spadd medzi high accuracy models (modely s vysokou presnostou) a rovnaky
model bol pouzity pri basecallingu pomocou Guppy. Okrem HAC st dostupné aj SUP
(super accuracy) a FAST modely. S presnostou modelu rastie aj ¢as behu basecallera.

Aby bolo mozné rozlisit jednotlivé druhy vzoriek z ¢itani, bolo potrebné spustit tzv.
barcoding alebo aj demultiplexing. Je to proces, pri ktorom sa nam jednotlivé ¢itania
rozdelia do priec¢inkov na zéklade barkdédov, ktorymi sme si ich v predoslych krokoch
oznacili. Vysledné data teda budu v dvanastich priec¢inkoch, kde kazdy prie¢inok re-
prezentuje jeden organizmus. Na barkdédovanie bol pouzity softvér Guppy na oba typy
vystupnych dat z basecallerov. Dorado vo svojej terajsej verzii eSte funkciou barcoding

nedisponuje. Prikaz na barcoding mé syntax:

$ guppy_barcoder -i <input path> -s <save path>

--barcode_kits <kit name>

2.3.2 Porovnanie basecallerov

Oba basecallery bezali na rovnakom hardvéry a s rovnakymi parametrami. Taktiez
oba vyuzivali GPU ako procesorovi jednotku. V tejto podkapitole je cielom porov-
nat rozsireny a bezne pouzivany basecaller Guppy s novym basecallerom Dorado,
ktory je zatial v alfa verzii. Na porovnanie boli vyuZité skripty v jazyku Python a
softvéry Nanoplot [25] a Nanostat|26]. Skripty obsahuji mini kod na porovnanie od-
hadu kvality baz vyprodukovanych basecallerom. V pripade Guppy sa da vyuzit sibor
sequencing_summary.txt. Je to automaticky vyprodukovany stubor softvérom pri vo-
lani baz a obsahuje okrem iného aj priemer kvality baz pre kazdé ¢itanie. Dorado zatial
nedisponuje takymto vystupnym stiborom. Preto bolo potrebné pre kazdé ¢itanie z vy-
stupného FAST(Q stiboru vypocitat priemer kvality baz. Na pracu s FAST(Q stbormi
bola pouzitad kniZnica pysam.FastxFile [27]. Pouzitim tejto kniZnice je mozné citat
FASTQ stibor po jednotlivych ¢itaniach. Obsahuje funkcie:

e name - vracia nazov Citania,
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e quality - vracia retazec kvality ¢itania,
e sequence - vracia sekvenciu nukleotidov ¢itania

Pomocou vzorca na vypocet kvality baz, ktory sme si predstavili v podkapitole
Basecalling a demultiplexing, je mozné spocitat priemernt kvalitu pre kazdé ¢itanie.

Barkod 12 obsahuje vzorku Escherichia coli. Préve tito vzorku vyuzijeme ako po-
zitivnu kontrolu na zarovnanie s referenénym genémom. Cielom je zistit, ktory z base-
callerov vyprodukoval lepsie sekvencie - sekvencie s lepSim zarovnanim. Na zarovnanie
¢itani s referenénym genémom F.coli bol pouzity program Minimap2 [28]. Referencny
geném bol stiahnuty z NCBI databézy [29]. Vysledné zarovnania boli ulozené v . SAM
stboroch, upravené pomocou balitka Samtools [30] na BAM subory. Neskor boli tieto
stibory analyzované softvérmi NanoPlot a NanoStat. Prikazy na spustenie programov

maju syntax:

minimap2:

#zarovnanie ¢itani Dorado/Guppy s referencnym gendmom
#uloZené v SAM formate
$ minimap2 -a -x map-ont --secondary=no -t 1

<referencny_genom.fasta> <citania.fasta> > <output.sam>

samtools:

#ulozenie zarovnania do BAM suboru
#sort a indexovanie BAM suboru pre lepSiu manipuléciu
$ samtools view -S -b <output.sam> -o - |

samtools sort - -o <output.bam>

$ samtools index <output.bam>

NanoPlot:

$NanoPlot --bam <output.bam>

NanoStat:

$NanoStat --bam <output.bam>
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2.3.3 Analyza a vizualizacia metagenomickych dat

Sekvencie baz boli analyzované vyuzitim workflow-ov ONT, ich vyvinutymi néstrojmi
a uz dostupnymi algoritmami. Dalsie vystupné subory boli vizualizované skripami v
jazyku Python.

V prvom kroku analyzy bol pouzity workflow wi-metagenomics [31] od firmy ONT.
Tento workflow sltzi na identifikaciu pévodu jednotlivych ¢itani metagenomickych dat.
Pre bezanie workflowu je potrebné mat nainstalovany Nextflow [32] na spravu vypocto-
vych a softvérovych zdrojov a platformu Docker 33| na izolaciu softvéru od infrastruk-
tary pocitaca. Wf-metragenomics moze bezat v dvoch médoch - kraken2 a minimap2.
Tieto dva moédy sa liSia v postupe spracovania dat, no obe maju zaklad vo vyuziti
k-merov a minimalizatorov. Algoritmus modu kraken2 je popisany v predchédzajuce;j
kapitole. Prave tento mod bol vyuzity pri spusteni workflowu. Je prednastaveny ako
predvoleny rezim a je rychlejsi v spracovani dat ako minimap2. Minimap2 je povazo-
vany za presnejsi mod, no ma vyssiu pravdepodobnost produkcie falosne pozitivnych

vysledkov. Typicky prikaz na spustenie workflowu méa syntax:

$ nextflow run epiZme-labs/wf-metagenomics
--fastq <input path>

--out_dir <save path>

Pri zmene médu na minimap2 je nutné pridat parameter --classifier minimap?2.
Pomocou reportu a stiborov z behu wi-metagenomics si dokaze pouzivatel vizualizovat
klasifikiciu poctov a pocetnosti druhov v Specifickej mikrobidlnej komunite. Pre eSte
rychlejsie zobrazenie diverzity, je mozné pridat parameter --bracken_level a pozado-
vant taxonomickd droven: ‘D’ = Domain (doména), 'P’= Phylus (kmei), 'C’ = Class
(trieda), 'O’ = Order (rad), 'F’ = Family (¢elad), 'G’ = Genus (rod), S’ = Species
(druh). V takomto pripade bude vysledok diverzity zamerany len na zvolenu taxono-
mickd troveil. Standardne je prednastavena hodnota 'S’ (troven druhu), ktora bola
pouzita v tejto praci.

Workflow bol spusteny pre vSetky skupiny organizmov naraz. Okrem reportu, ktory
popisuje zakladné charakteristiky obsahu mikroflory, je vystupom workflowu aj textovy
stibor s nazvami druhov aj ich frekvencie v jednotlivych barkédoch. Pomocou tychto
siborov a Python kniznice scikit-bio boli vyzualizované alfa diverzity jednotlivych

druhov organizmov. Funkcie balicka vyuzité na urcenie alfa diverzity:
e shannon - vracia Shannonov index diverzity populacie,
e simpson - vracia Simpsonov index diverzity populécie

Na dalsiu analyzu boli pouZité vystupné siubory algoritmu kraken2, ktoré obsahovali

vSetky najdené taxonomické drovne spolu s poc¢tami ich vyskytu. Pre kazdy barkod
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bol vyprodukovany jeden takyto vystup. Nasledne sa vystupy spracovali a vizualizovali
skriptami v jazyku Python. Zo stiborov boli samostatne vzaté taxény na trovni kmena

a rodu. Na vizualizaciu sa vyuzili kniznice seaborn, matplotlib, pandas a numpy.



Kapitola 3

Vysledky

3.1 Porovnanie behu a vysledkov basecallerov

Po spusteni oboch basecallerov na rovnakych datach a s rovnakymi parametrami sme
dostali vysledny rovnaky pocet ¢itani. Po¢as behu teda nenastali Ziadne nahodné straty
dat. Celkovy ¢as behu Guppy bol priblizne 22 hodin a Dorado 30 hodin. Vysledné

¢itania sa mierne liSili v svojej dlzke a kvalite (vid ukazka stborov v tabulkach 3.1 a

3.2).

Tabulka 3.1: Ukazka dlzky a priemernej kvality ¢itani - Guppy

read id

sequence length mean qscore

0000028d-6a93-4a4c-b8b6-3acHd3e30844
000019¢1-d2a5-4139-8687-aa3aeb57d23¢c
00001a88-b6a2-4b28-962-38a02c¢5362d8
00002722-9e73-48da-9edd-b8bb6744fd68
00004cba-4ed2-430d-ad88-5cab6£3da8809

3144
4597
4251
2355
1126

9.263274
7.247869
7.470748
11.214777
9.515033

Tabulka 3.2: Ukéazka dizky a priemernej kvality &itani - Dorado

read id

sequence length mean qscore

0000028d-6a93-4a4c-b8b6-3aebd3e30844
000019c1-d2a5-4139-8687-aal3aeb57d23¢c
00001a88-b6a2-4h28-962-38a02c5362d8
00002722-9¢e73-48da-9edd-b8bb6744fd68
00004cba-4ed2-430d-ad88-5ca6f3da8809

3168
4559
4358
2329
1096

9.531521
7.084873
7.346786
11.326157
9.924255
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Celkova distribucia skore bola medzi Guppy a Dorado velmi podobné (obrazok 3.1),
za hodnotou skore priblizne 40 méa Dorado navyse ¢itania. Blizsi pohlad na hodnoty

skore do 40 poskytuje obrazok 3.2.
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Obr. 3.1: Celkova distribucia priemernej kvality ¢itani oboch basecallerov

Distriblicia skore, Guppy (2Ita) a Dorado (fialova)

pocet ¢itani, log

5 10 15 20 25 30 35 40
priemerné skore

Obr. 3.2: Distribucia kvality skore basecallerov do hodnoty 40. Guppy ¢itania st ozna-
¢ené zltou farbou a Dorado fialovou. Ruzova prevladajica farba reprezentuje prekry-

vajuce sa hodnoty oboch basecallerov.

Vo v8eobecnosti sa priemerné skére a median skére oboch basecallerov 1i8i o mala
hodnotu. Priemerné skére Guppy ¢itani je priblizne 9.3, pre Dorado 9.4. Median skore
méa Guppy 9.5 a Dorado 9.6.

DIzky ¢itani boli v oboch pripadoch velmi podobné (obréazok 3.3)
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Obr. 3.3: Distribucia dizky ¢itani basecallerov.

3.1.1 Zarovnanie ¢itani k referenénému genému

Po zarovnani ¢itani barkodu 12 jednotlivych basecallerov k referenénému genému FE's-
cherichia coli bola vykonana analyza zarovnania. Oba typy ¢itani pokryli cely geném
E.coli. Vysledky Statistiky su zobrazené v tabulke 3.3. Blizsi pohlad na pocetnost
zastipeni percent identity poskytuje obrazok 3.4.

Tabulka 3.3: Statistika zarovnania Guppy a Dorado ¢itani. Hodnoty boli vypocitané

softvérom NanoStat.

Dorado Guppy
Pocet ¢itani 134,017.0 140,507.0
Priemerna dizka ¢itani 3,5630.5 3,004.4
Median dizky éitani 2,162.0 2,145.0
Pocet baz 473,151,818.0 492,396,475.0
Pocet zarovnanych baz 380,062,545.0 394,745,981.0
Podiel zarovnanych baz 0.8 0.8
Priemerné percento identity 85.9 86.0

Median percenta identity 87.1 87.3
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Histogram percenta identity
Guppy Dorado

300 300
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200 200
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Obr. 3.4: Histogram rozdelenia percenta identity zarovania - Dorado a Guppy. Grafy

boli vytvorené softvérom NanoPlot

3.2 Mysi a antibiotika

Pocet druhov najdenych vo vzorkach mysi pred antibiotikami sa pohyboval v priemere
okolo hodnoty 250. U mysi po uzivani antibiotik pocet druhov klesol na priemerni
hodnotu 186. Alfa diverzita mysi pred a po antibiotikich je zobrazena pomocou Shan-
nonovej diverzity na obréazku a pomocou Simpsonovej diverzity na obrazku 3.6. Zaznam
mysi pred uzivanim antibiotik reprezentuje oznacenie ctrl mys. V tomto zédzname st
obsiahnuté ¢itania barkodu 7, 8 a 9. Zaznam mysi po uzivanim antibiotik reprezentuje

oznacenie atb myS. V tomto zdzname st obsiahnuté ¢itania barkodu 10 a 11.

status
6.75 I ctrl mys
I atb mys

6.50 1

6.25
S 6.00
(=]
T
& 5.75 1

5.50 4

5.25

] =

T T
ctrl mys ath mys
status

Obr. 3.5: Boxplot Shannonovej diverzity u mysi pred a po uzivani antibiotik. Diverzita

po uzivani antibiotik je vyrazne nizsia.

Na obrazkoch 3.7 a 3.8 mozeme pozorovat rozdielnost zasttipenia kmenov baktérii

pred a po antibiotikdch. Obréazok 3.7 sa zameriava na vSeobecné porovnanie hojnosti
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Obr. 3.6: Boxplot Simpsonovej diverzity u mysi pred a po uzivani antibiotik. Diverzita

po uzivani antibiotik je vyrazne nizSia.

kmeiiov vizualizované skladanym stipovym grafom. Kmene boli zoradené podla hod-
noty ich priemernej hojnosti a nésledne boli vybrané tie najsignifikantnejsie. Obrazok
3.8 sa sustreduje na 5 najhojnejsich kmenov baktérii a porovnéava ich hojnost medzi

atb a ctrl mysami stlpcovym grafom.

Zastupenie baktérii u mysi, Uroven kmena

700 A

600 - Rod
B Aquificae

500 - [ Spirochaetes
B pPlanctomycetota
- i

400 4 Tenericutes _
B Cyancbacteria
B Verrucomicrobia

300 A mmm Actinobacteria
B Proteobacteria

200 W Armicutes
Bl Bacteroidota

100 A

0_
ctrl mys ath mys
status

Obr. 3.7: Skladany graf hojnosti kmenov baktérii u mysi pred a po uzivani antibiotik.
Zobrazenych je prvych 10 najhojnejsich kmenov. Hodnoty hojnosti st vypocitané ako

priemery z jednotlivych barkédov.
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Kmene baktérii u mysi

300 A

status
I ctrl mys
e atb mys

250 A

Obr. 3.8: Stlpcovy graf hojnosti kmefiov baktérii u mysi pred a po uzivani antibiotik.
Zobrazenych je prvych 5 najzastupenejsich kmenov. Hodnoty hojnosti sii vypocitané
ako priemery z jednotlivych barkoédov. U vSetkych kmenov okrem Proteobacteria nastal

pokles hojnosti. Najsignifikantnejsi pokles nastal u kmena Firmicutes.

Podrobnejsi pohlad na rozdielnost baktérii u mysi prezentuju obrazky 3.9 a 3.10.
Obréazok 3.9 zobrazuje hojnosti baktérii na trovni rodu v podobe skladaného grafu.
Obrazok 3.10 sa sustreduje na podrobnejsie porovnanie rodov, u ktorych doslo ku

vyraznému poklesu a narastu hojnosti rodov v podobe stlpcového grafu.
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Limosilactobacillus
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Akkermansia
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Zastupenie baktérii u mysi, drover rodu
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Obr. 3.9: Skladany graf hojnosti rodov baktérii u mysi pred a po uzivani antibiotik.

Zobrazenych je prvych 20 najhojnejsich rodov. Hodnoty hojnosti st vypocitané ako

priemery z jednotlivych barkédov.

Rody baktérif s najvaésim poklesom u mysi Rody baktérif s najvacsim narastom u mysi

status 1604 status
50 - ctrl mys - ctrl mys
- ath mys - ath mys

80

60

204

Obr. 3.10: Sktipcovy graf hojnosti rodov baktérii u mysi pred a po uzivani antibiotik.
Zobrazené si rody s najvyssim poklesom a vzastom hojnosti. Na Tavom grafe sa naché-
dzaju rody baktérii u ktorych nastal pokles hojnosti, na pravom grafe narast. Hodnoty

hojnosti st vypoc¢itané ako priemery z jednotlivych barkodov.
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3.3 Potkany a odpadova voda

Priemerny pocet druhov u kontrolnych potkanov je 152 a u ovplyvnenych odpadovou
vodou 219. Bohatost druhov oproti mysiam vzrastla. Indexy urcujice rozne alfa di-
verzity kontrolnych potkanov verzus ovplyvnenych odpadovou vodou mozno vidiet na
obrazku 3.11 a obrazku 3.12. Zaznam potkanov, ktoré uzivali standardnta vodu repre-
zentuje oznacenie ctrl potkan. V tomto zazname st obsiahnuté ¢itania barkédu 1, 2 a
3. Zaznam potkanov, ktoré uzivali odpadova vodu reprezentuje oznacenie ww potkan.

V tomto zédzname st obsiahnuté ¢itania barkédu 4, 5 a 6.

7.75 7 status

I ctrl potkan
7.50 1 @@ ww potkan

7.25

7.00

6.75

shannon

6.50

6.25

6.00

T T
ctrl potkan ww potkan
status

Obr. 3.11: Boxplot Shannonovej diverzity u potkanov, ktoré uzivali odpadovi vodu
verzus diverzita u potkanov so Standardnou vodou. Nenastal vyrazny pokles ani vzrast

diverzity.

Na obrazkoch 3.13 a 3.14 mozeme pozorovat rozdielnost zastupenia kmenov baktérii
u ctrl vs ww potkanov. Obrazok 3.13 sa zameriava na vSeobecné porovnanie hojnosti
kmeiiov vizualizované skladanym stipovym grafom. Kmene boli zoradené podla hod-
noty ich priemernej hojnosti a nasledne boli vybrané tie najsignifikantnejsie, rovnakym
postupom ako u mysi. Obrazok 3.14 sa sustreduje na 4 najhojnejSie kmene baktérii a
porovnava ich hojnost medzi potkanmi stipcovym grafom.

Podrobnejsi pohlad na rozdielnost baktérii u potkanov prezentuju obrazky 3.15 a
3.16. Obréazok 3.15 zobrazuje hojnosti baktérii na drovni rodu v podobe skladaného
grafu. Obrazok 3.16 sa ststreduje na podrobnejsie porovnanie najhojnejsich rodov, u

ktorych doslo najmi k vyraznému narastu hojnosti rodov v podobe stlpcového grafu.
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Obr. 3.12: Boxplot Simpsonovej diverzity u potkanov, ktoré uzivali odpadovi vodu

verzus diverzita u potkanov so standardnou vodou. Nenastal vyrazny pokles ani vzrast

diverzity.
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Obr. 3.13: Skladany graf hojnosti kmenov baktérii u potkanov. Zobrazenych je prvych

10 najhojnejsich kmenov. Hodnoty hojnosti st vypocitané ako priemery z jednotlivych

barkoédov.
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Kmene baktérii u potkanov

status
m ctrl potkan
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300 ~

Obr. 3.14: Stlpcovy graf hojnosti kmeiiov baktérii u potkanov. Zobrazené st prvé 4
najhojnejsie kmene. Hodnoty hojnosti st vypocitané ako priemery z jednotlivych bar-

kodov. Najvacsi narast zastupenia baktérii je viditeIny u kmena Firmicutes.
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Obr. 3.15: Skladany graf hojnosti rodov baktérii u potkanov. Zobrazenych je prvych
20 najhojnejsich rodov. Hodnoty hojnosti st vypocitané ako priemery z jednotlivych

barkédov.
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Rody baktérii u potkanov

60 1 status
Bl ctrl potkan
B ww potkan

Obr. 3.16: Stlpcovy graf hojnosti rodov baktérii u potkanov. Zobrazenych je 13 ro-
dov s najvyssou hodnotou hojnosti. Hodnoty hojnosti st vypocitané ako priemery z

jednotlivych barkodov. Najvacsi narast zasttupenia baktérii je viditelny u laktobacilov.
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Ilumina MiSeq verzus MinlON sekvenator

V tejto praci sme sa zamerali na nanopérové sekvenovanie tretej generacie, ktoré
produkuje hlavne dlhé ¢itania (10,000-30,000 bp). Vyhodou dlhsich ¢itani je jedno-
duchsie zostavenie genému, presnejsia identifikacia zriedkavych variantov a jasnejsie
rozliSovanie opakujtcich sa sekvencii. Druhé generacia sekvenovania, do ktorej patri
technologia zvana MiSeq od Illumina, je oproti MinION-u znacne pomalSia a produ-
kuje prevazne kratke ¢itania (50-300 bp). Ma vSak vyhodu, a to presnost ¢itania. Pri
sekvenovani pomocou MinION-u dostaneme &itania s presnostou 87-99% a pri sekve-
novani pomocou platformy Illumina sa presnost pohybuje okolo hodnoty 99%]35]. Oba
pristupy maju teda svoje vyhody i nevyhody. Z danych informaécii vyplyva, ze ak by
sme pouzili sekvenovanie druhej generacie, dostali by sme presnejsie sekvencie béz a
teda by sme mohli dostat aj lepsiu charakteristiku ¢revnej mikroflory. V nasleduji-
cich odsekoch si ukazeme, Ze nizsia presnost nanopérového sekvenovania nemusi byt v

nasom pripade problémom.

Vysledkom vedeckej $tudie [34] je porovnéavacie hodnotenie sekvenaénych platforiem
produkujucich kratke ¢itania (Illumina) a dlhé ¢itania (ONT). Sekvenovana bola ribo-
zomalna RNA| ktoré je sucastou malej podjednotky prokaryotickych ribozéomov (16S
rRNA), z rovnakej davky celkovej genomovej DNA extrahovanej zo vzoriek ¢revnej
mikroflory. Gén 16S rRNA mé priblizne 1500 bazovych péarov a sklada sa z devia-
tich variabilnych oblasti, ktoré st prepojené s vysoko konzervovanymi oblastami. V
ramci vedeckej studie sa rozne oblasti génu 16S amplifikovali, ¢iarovo kédovali a sek-
venovali pomocou I[llumina MiSeq a MinION sekvenatorov. Mapovanie sekvenovaného
amplikonu pomocou MinION na cely gén 16S rRNA sa analyzovalo pomocou cloudo-
vého algoritmu EPI2ME. MiSeq ¢itania boli zarovnané a analyzované pouzitim CLC
softvéru. Viac ako 90% z ¢itani generovanych pomocou odlisnych sekvenéatorov bolo

presne klasifikovanych podla rodu, alebo podla druhu. Nespravna klasifikacia ¢itani na

31



32 KAPITOLA 4. DISKUSIA

trovni druhov medzi tymito dvoma pristupmi nebola vyznamné. Z vykonaného experi-
mentu porovnavajiceho vysledky réznych postupov vyplyva, Ze sekvenacna platforma
MinION spojena s prislusnym algoritmom by mohla fungovat ako presné a vyhodna
stratégia pri charakteristike zlozenia mikrobiému.

V tejto praci bol sekvenovany cely geném, nie oblasti génu 16S rRNA. N&S postup

teda viedol k vel'a neklasifikovanym ¢itaniam po zarovnani s referen¢nou databazou.
Basecalling - Dorado verzus Guppy

Guppy je jeden z najbeznejSie pouzivanych basecallerov na ONT ¢itania. Do pop-
redia sa dostava novy ONT basecaller Dorado, ktory sme vyuzili v tejto praci. V
porovnani s Guppy mé velmi podobné vysledky, ¢o sa tyka kvality a pouZitelnosti
vyslednych sekvencii. Po zarovnani ¢itani barkédu 12 s referenénym gendémom F.coli
sme sa dopracovali k vysledku, Ze podiel zarovnanych baz ku genému bol v pripade
oboch basecallerov rovnaky a to 0,8. Priemerna dlzka Dorado &itani bola 3530,5 béz,
pricom u Guppy bol priemer rovny 3504,4 baz. Na druhu stranu, pocet baz v ¢itaniach
bol vyssi v pripade Guppy dét. Priemerné percento identity ¢itani oboch basecallerov
sa pohybovalo okolo velmi podobnej hodnoty - 85,9% Dorado a 86,0% Guppy. Distri-
biicia priemerného skore a dlzky ¢itani basecallerov vykazovala velmi nizke odlignosti.
Dorado vsak obsahovalo viac kvalitnejsich ¢itani za hodnotou skore 15. Tymto vysoko
kvalitnym ¢itaniam neprikladame velku signifikantnost, pretoZze znac¢ne neovplyvnili
vysledni kvalitu zarovnania s referené¢nym genémom. Prisli sme v8ak k zaveru, ze Do-

rado uz vo svojej alfa verzii je vhodny na pouzitie v nasej praci.
MinION a rézne bioinformatické nastroje

MinION ako sekvenator je vhodna volba, ak chceme ziskat ¢itania z mikrobialne;
DNA, potrebné na dalsie bioinformatické spracovanie, §pecialne analyzu druhov a ro-
dov. Nastoj EPI2ME ponitika rézne workflowy na spracovanie dat. Medzi nich patri aj
wf-metagenomics, ktory sme pouzili na analyzu dat v nasej praci. Dlhé ¢itania boli vo
vedeckej $tudii [34] analyzované pomocou dvoch réznych nastrojov: EPI2ME a CLC
genomic workbench. Podla studie umoznila aplikicia nastroja EPI2ME s referenciami
z databazy NCBI 16S klasifikdciu mikrobialnych komunit az po droven rodu a druhu,
zatial ¢o pouzivanie modulu CLC spojeného s referenciami z databéazy ribozomalnych
sekvencii SILVA[36] umoznilo klasifikdciu ¢revnej mikroflory vicsinou len na urovni
rodu. Pomocou modulu CLC spojeného s databazou SILVA aj néstroja EPI2ME s
databézou NCBI 16S bola na trovni rodu véé§ina mapovanych ¢itani korektne kla-
sifikované a bol k nim priradeny podobny taxonomicky profil. Na trovni druhov bol

viditeIny mierny pokles spravne zaradenych ¢itani so suc¢asnym néarastom poc¢tu neza-



33

radenych ¢itani pri pouziti oboch algoritmov.

Sekvenéné pristupy kratkeho a dlhého ¢itania umoznuju rychlu, vysoko vykonni a
presni klasifikdciu spolocenstiev s identifikaciou génov 16S rRNA. Napriek tomu, meto-
dika sekvenovania, dlzka sekvenovaného &itania a analyticky pracovny postup tykajici
sa sekvenovania kratkeho a dlhého ¢itania su odlisné. Na zéklade najnovsich postupov
je mozné rozne druhy ¢itani spracovat rovnakymi nastrojmi a teda porovnat ich ucin-
nost a kompatibilitu. Z porovnania nastrojov je zrejmé, ze vysledky EPI2ME analyzy
st vyznamnejsie a teda celkovo vysledky MinION-u spojené s cloudovou platformou

EPI2ME st pouzitelné na analyzu ¢revnych mikrobialnych spolocenstiev.

Pozitivne kontroly

Jednou pozitivnou kontrolou bola identifikicia druhu FEscherichia coli v sekvenciach
barkodu 12. Sekvencie sa tspe¢ne namapovali na referecny geném pri analyze basecall-
lerov a taktiez bol tento organizmus najdeny aj pomocou workflowu wf-metagenomics.

Dalsou pozitivnou kontrolou v nasej praci boli mysi. Z nagich vysledkov alfa diver-
zity je zrejmé, Ze diverzita mysi po uzivani antibiotik sa signifikantne znizila. Znac¢ny
pokles zasttipenia baktérii bol zaznamenany u kmena Firmicutes, menej vyrazny pokles
u kmenov Bacteroidota, Actinobacteria a Verrucomicrobia. Vzrast hojnosti sme pozo-
rovali u kmena Proteobacteria. Na trovni rodu sa najviac znizila hojnost napriklad u
baktérii Allobaculum, Duncaniella, Sangeribacter, Faecalibaculum, Lactobacilus, Bac-
teroides a Bifidobacterium. Naopak, vyrazny vzrast hojnosti sme pozorovali pri rode
Parabacteroides. Prave baktérie rodu Parabacteroides patria pod kmen Bacteroidota.
V nasej analyze Bacteroidota ako kmen klesol, no jeho ¢ast - rod Parabacteroides sa
zvysil.

Z mnohych §tudii vieme, Ze rozmanitost baktérii ¢revného mikrobiému sa po uzivani
antibiotik zmeni. Vysledky vedeckej studie [37] o vplyve antibiotik na ¢revna mikrof-
loru ¢loveka hovoria, ze okrem znizenia diverzity mikroflory, by mal nastat pokles v za-
stupeni baktérii kmena Actionobacteria a narast u kmena Bacteroidetes (synonymum
Bacteroidota). Ina studia naznacuje rovnako pokles diverzity ako aj pokles hojnosti
kmenov Bacteroidetes a Firmicutes [38|.

Mozeme teda konstatovat, Ze naSe vysledky sa do velkej miery podobaju na vy-
sledky z vedeckych studif. Dalgia literatara povazuje rod Parabacteroides za baktérie
s priaznivym, no aj patogénnym u¢inkom na I'udské zdravie [39]. Vplyvom antibiotik

mohol nastat narast poc¢tu prave patogénnych druhov.

Vplyv odpadovej vody na potkany
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Na rozdiel od mysi uzivajucich antibiotika, sa diverzita potkanov po uzivani odpa-
dovej vody vyrazne nezmenila. Pri Shannonovom indexe diverzity je stredna hodnota
nizsia u potkanov uzivajcich odpadovii vodu, no celkovy rozsah boxplotu je takmer
identicky s boxplotom u kontrolnych potkanov. Tito zmenu teda nemozeme povazo-
vat za signifikantnti. Rovnako aj pri Simpsonovom indexe diverzity nenastala vyrazna
zmena medzi diverzitami potkanov. Zmenila sa vSak hojnost niektorych baktérii. Medzi
kmene, ktorym narastla hodnota vyskytu patria Firmicutes, Bacteroidota, Proteobac-
teria a Actinobacteria. Na trovni rodu sa najviac zvysila hojnost baktérii Lactobacil-
lus, Ligalactobacillus, Limosilactobacillus, Romboutsia, Helicobacter a Ruminococcus.
Jediny pokles bol pozorovany pri baktéridch rodu Duncaniella, no nebol az tak signi-
fikantny.

Mnohé z baktérii, ktorym sa zvysila hojnost su prospesné pre zdravie jedinca. Tieto
baktérie mozu napriklad cerpat privela Zivin a tym oslabovat jedinca. Niekol'ko §tu-
dif naznacuje korelaciu medzi moznym poklesom i narastom prospesnych baktérii a
naslednou zmenou ich pomeru s réznymi ochoreniami [39]. Stadie potvrdili a odha-
lili rozdielnosti v kmenoch a rodoch baktérii u pacientov s IBS (Syndrom drazdivého
¢reva) v porovnani so zdravymi kontrolami. Medzi znaky IBS patrilo zvySenie pomeru
Firmicutes ku Bacteroidetes, znizenie niektorych rodov Firmicutes (Lactobacilli, Faeca-
libacterium) a Actinobacterium (bifidobaktérie) a narast niektorych ¢eladi Firmicutes
(Streptococci, Ruminococcus) a proteobaktérii. Tieto zistenia Studie preukazali stratu
mikrobialnej bohatosti, ktora sa moze podielat na syntéze aminokyselin, na integrite
bunkovych spojeni a na zapalovej odpovedi, ¢o naznacuje slabost funkcii epitelovej
bariéry, ktora ¢iasto¢ne vysvetluje symptomy IBS.

Dospeli sme k zaveru, ze ovplyvnit zdravé fungovanie jedinca moze aj narast hoj-

nosti prospesnych baktérii.



Zaver

Sekvenovanie tretej generacie spolu s vyuzitim primeranych nastrojov je vhodny postup
na klasifikdciu mikrobialnych spolocenstiev. Pre kvalitnejsie vysledky experimentu by
bolo vhodné sekvenovat iba regiony 16S rRNA. Vyhli by sme sa tak velkému mnozstvu
neklasifikovanych ¢itani. Basecaller Dorado vyprodukoval kvalitné ¢itania z osekve-
novanych dat. Nasledne workflow wf-metagenomics spadajici pod cloudovi platformu
EPI2ME identifikoval o¢akévané rozdielnosti medzi kontrolnymi a atb vzorkami u mysi.
Diverzita mysi po uzivani antibiotik klesla, spolu so zastipenim niektorych kmenov
Bacteroidota, Firmicutes a Actinobacteria.

Diverzita u potkanov uzivajucich odpadovt vodu sa znacne nezmenila. Vplyv od-
padovej vody na ¢revny mikrobiém nemusi byt tak zédvazny ako pri konzumovani anti-
biotik, no pozorované zmena pomerov jednotlivych baktérii méze znamenat narusenie
mikrobiému. Medzi kmene, ktorym vzrastla hojnost patrili Firmicutes, Bacteroidota,
Proteobacteria a Actinobacteria. Na trovni rodu sa najviac zvySila hojnost baktérii
Romboutsia, Helicobacter, Ruminococcus a mnohych laktobacilov. Aj narast hojnosti
modze negativne posobit na jedinca. Vysledkom tejto prace vsak nemdzeme vylucit ne-

gativny vplyv odpadovej vody na zivotné prostredie.
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Priloha A: vysledky analyzy
odpadovej vody

V tejto prilohe uvadzame tabulku s podrobnymi tdajmi analyzy odpadovej vody Ccov
Trnava Zelenec. Styri analyzy v roznych datumoch prebehli v laboratériach FCHPT
STU (Bratislava).

datum analyzy 5.5.2021 11.11.2021 2.12.2021 27.1.2022
jednotky ng/L

latka

2-0x0-3-hydroxy-LSD <2.2 <1.8 <1.9 <1.3
6-acetylmophine <1.2 <0.98 <1 <0.72
Alprazolam 4.9 3.2 5.9 0.82
Amitryptyline 2.3 2.9 5.2 1.6
Amphetamine 120 41 90 78
Benzoylecgonine 210 79 110 21
Caffeine 52000 30000 45000 9700
Cannabinol <3 <2.6 <29 <2
Carbamazepine 520 870 460 92
Catinone <1.6 <1.5 <1.3 <1.3
Citalopram 35 32 50 15
Clomipramine <0.65 <0.47 <0.54 <0.28
Clonazepam <1.2 <1.2 <1.1 <0.96
Cocaine 25 52 53 15
Codeine 65 39 64 16
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Dihydro CBZ 3.4 4.6 2.7 <0.73
Donepezil <4 <2.9 <3.2 <1.7
Epoxy CBZ 57 35 67 6.4
Haloperidol <1.5 <1.1 <1.3 <0.65
Ketamine <44 <34 <3.7 <2.3
Lamotrigine 240 100 240 38
Maprotiline <14 <0.87 <1.1 <0.55
MDA <10 <8.7 <9.3 <6.8
MDEA <4.6 <3.5 <3.9 <22
MDMA 18 6.5 14 2.8
Mephedrone <1.9 <1.5 <1.6 <0.99
Metamphetamine 1800 870 1400 270
Methadone <2.3 1.6 2.2 <0.96
Mianserin <1.3 <0.93 <1.1 <0.55
Mirtazapine 24 18 39 7.8
Morphine 340 160 300 48
N-Desmethylcitalopram 19 21 33 8.3
Norketamine <2.9 <2.2 <24 <1.5
Norsertraline <0.98 <0.71 <0.82 <0.42
O-Desmethylvenlafaxine 820 470 670 150
Oxazepam 19 16 28 7.6
Oxcarbazepine 49 35 58 12
Oxycodone <5 <4.2 <4.5 <3.2
Sertraline <4.5 <3.3 6.5 2.1
THC-COOH 79 80 290 46
Tramadol 400 230 300 80
trans-dihydro-dihydroxy CBZ | 1000 590 780 190
Trazodone 39 25 76 10
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‘ Venlafaxine

\ 220

\ 140

\ 180

50

‘ Vortioxetine

| <0.81

| <0.59

| <0.68

| <0.35

43



	Úvod
	Základné pojmy
	Mikrobióm
	Sekvenovanie
	Nanopórové sekvenovanie

	Taxonómia
	Mikroorganizmy črevného mikrobiómu
	Taxonomická klasifikácia metagenomických dát

	Diverzita mikrobiálnych spoločenstiev
	Index počtu taxónov
	Shannon-Weaverov index diverzity
	Simpsonov index divezity


	Metodika práce
	Zdroj vzoriek
	Spracovanie vzoriek
	Spracovanie a analýza dát
	Basecalling a demultiplexing
	Porovnanie basecallerov
	Analýza a vizualizácia metagenomických dát


	Výsledky
	Porovnanie behu a výsledkov basecallerov
	Zarovnanie čítaní k referenčnému genómu

	Myši a antibiotiká
	Potkany a odpadová voda

	Diskusia
	Illumina MiSeq verzus MinION sekvenátor
	Basecalling - Dorado verzus Guppy
	MinION a rôzne bioinformatické nástroje
	Pozitívne kontroly
	Vplyv odpadovej vody na potkany

	Záver
	Príloha A

