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Abstract

BacIL - A Bioinformatic Pipeline for Analysis of
Bacterial Isolates

Emma Östlund

Listeria monocytogenes and Campylobacter spp. are bacteria that 
sometimes can cause severe illness in humans. Both can be found as 
contaminants in food that has been produced, stored or prepared 
improperly, which is why it is important to ensure that the 
handling of food is done correctly. The National Food Agency 
(Livsmedelsverket) is the Swedish authority responsible for food 
safety. One important task is to, in collaboration with other 
authorities, track and prevent food-related disease outbreaks. For 
this purpose bacterial samples are regularly collected from border 
control, at food production facilities and retail as well as from 
suspected food items and drinking water during outbreaks, and 
epidemiological analyses are employed to determine the type of 
bacteria present and whether they can be linked to a common 
source.

One part of these epidemiological analyses involve bioinformatic 
analyses of the bacterial DNA. This includes determination of 
sequence type and serotype, as well as calculations of 
similarities between samples. Such analyses require data 
processing in several different steps which are usually performed 
by a bioinformatician using different computer programs. Currently 
the National Food Agency outsources most of these analyses to 
other authorities and companies, and the purpose of this project 
was to develop a pipeline that would allow for these analyses to 
be performed in-house.

The result was a pipeline named BacIL - Bacterial Identification 
and Linkage which has been developed to automatically perform 
sequence typing, serotyping and SNP-analysis of Listeria 
monocytogenes as well as sequence typing and SNP-analysis of 
Campylobacter jejuni, C. coli and C. lari. The result of the SNP-
analysis is used to create clusters which can be used to identify 
related samples. The pipeline decreases the number of programs 
that have to be manually started from more than ten to two.
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Populärvetenskaplig sammanfattning 

Listeria monocytogenes och Campylobacter spp. är bakterier som finns naturligt i miljön respektive 

i mag-tarmkanalen hos djur. Eftersom de är zoonoser, det vill säga bakterier som kan överföras 

mellan djur och människor, kan de infektera människor och orsaka sjukdom. En vanlig smittkälla 

är livsmedel, exempelvis kyckling som bär på Campylobacter eller sallat förorenad med Listeria. 

För att undvika att personer blir smittade är det viktigt att livsmedel med hög risk att innehålla 

bakterierna produceras och hanteras på ett korrekt sätt. Man kan också regelbundet ta prover från 

produktionsanläggningar och livsmedel för att detektera närvaron av bakterier. Om det sker ett 

utbrott av listerios eller campylobacterios, sjukdomarna som orsakas av Listeria respektive 

Campylobacter, är det även viktigt att försöka spåra källan till utbrottet så den kan åtgärdas. 

Livsmedelsverket är den myndighet som ansvarar för livsmedelsäkerheten i Sverige. De utför bland 

annat kartläggningar, där man tar många prover från produktionsanläggningar och livsmedel i syfte 

att kartlägga förekomsten av en viss bakterie, samt vid utbrottsutredningar, där man försöker 

bestämma källor och orsaker till utbrott. 

Ett av verktygen för att analysera och jämföra bakterieprover är genom bioinformatisk analys. 

Bioinformatik är ett område som innefattar all datorbaserad analys av biologisk data. För 

Livsmedelsverkets kartläggningar och utbrottsutredningar används bioinformatiska analyser för att 

karaktärisera och jämföra bakterieprover. Proverna sekvenseras först med ett 

sekvenseringsinstrument som översätter bakteriegenomens DNA-sekvens till data, som sedan kan 

analyseras för att ta reda på epidemiologiskt intressanta karaktärer som serotyp och sekvenstyp. 

Serotyper och sekvenstyper är intressanta eftersom de delar in bakterier av samma art i mindre 

undergrupper vilket ger en idé om vilka bakterieprover som kan vara nära besläktade. 

För att se hur nära besläktade bakterierna är måste man göra fler analyser. Metoden som användes i 

det här projektet är SNP-analys (Single Nucleotide Polymorphism, punktmutation), där man hittar 

baser i DNA-sekvenserna som skiljer sig åt mellan proverna. Det är en väldigt högupplöst metod 

eftersom man kan räkna alla individuella mutationer som skiljer prover åt. Mellan prover som är 

väldigt närbesläktade, till exempel prover inom samma utbrott, går det oftast bara att identifiera ett 

fåtal eller inga mutationer alls. 

För att kunna göra serotypning, sekvenstypning och SNP-analys på ett prov måste man först 

behandla sekvensdatan med andra analyser. Bland annat måste man kontrollera kvalitén av datan 

och sätta ihop de sekvens-fragment man får under sekvenseringen till ett helt genom. Detta kräver 

många olika program, analyserna tar lång tid och man måste anpassa sig efter 

sekvenseringsteknologin som använts. 
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Målet med det här projektet var att utveckla en pipeline som göra alla dessa analyssteg automatiskt 

för prov av Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, C. coli och C. lari. En pipeline är ett 

automatiskt arbetsflöde som består av flera program där output från ett program används som input 

till ett annat program. Resultatet är BacIL - Bacterial Identification and Linkage (Bakteriell 

identifiering och länkning). BacIL är en pipeline uppdelad i två skript som tillsammans utför mer 

än tio olika steg. Det första skriptet beräknar kvalitetsmått, bestämmer serotyp och sekvenstyp och 

utför SNP-analys på sekvensdata från en MiSeq (Illumina) eller IonTorrent (ThermoFisher) 

sekvenserare. Det andra skriptet skapar kluster baserat på resultaten av flera provers SNP-analyser. 

I klustren kan man se vilka prover som troligtvis är nära besläktade och kan användas för att dra 

slutsatser i kartläggningar och utbrottsutredningar. 
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Förkortningar och förklaringar 

BAM Binary Alignment/Map; komprimerad version av SAM-formatet. BCF

 Binary Call Format; komprimerad version av VCF-formatet. 

cgMLST core-genom MLST; MLST som görs med alla gemensamma gener för en 

bakterieart. 

core-genom delar av bakteriegenom som är gemensamt för alla bakterier i en grupp, 

exempelvis en art. 

FASTA filformat för sekvensdata. 

FASTQ filformat för sekvensdata med kvalitetsvärdet enligt Phred-systemet. FOHM

 Folkhälsomyndigheten 

HiSeq sekvenseringsinstrument utvecklat av Illumina. 

indel insertion-deletion; en nukleotid som har lagts till (insertion) eller tagits bort 

(deletion) jämfört med referenssekvensen. 

Ion Torrent sekvenseringsinstrument utvecklat av Thermo Fisher. 

k-mer en bit sekvens som är k baser lång. 

MiSeq sekvenseringsinstrument utvecklat av Illumina. 

MLST multilokus-sekvenstypning (MultiLocus Sequence Typing) 

MLVA MultiLocus Variable number tandem repeat Analysis 

MST minimalt uppspännande träd (Minimum Spanning Tree) 

NCBI National Center for Biotechnology Information; en del av United States 

National Library of Medicine som underhåller en mängd databaser med bland 

annat DNA sekvenser. 

PCR Polymerase Chain Reaction; en metod för att amplifiera (kopiera) DNA- 

fragment. 

PE Paired End; en sekvenseringsteknik där par av reads skapas genom att samma 

DNA fragment sekvenseras från båda ändarna. 

PFGE pulsfältgelelektrofores (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) 



2 

Phred kvalitetsvärde på sekvenserade baser. Exempelvis motsvarar Phred 10 90 % 

noggrannhet och Phred 20 99 % noggrannhet. 

read sekvenserat DNA-fragment. 

SAM Sequence Alignment/Map; filformat för sekvenser alignade till en referens. 

SciLifeLab Science for Life Laboratory; nationellt center som bedriver forskning och utför 

analyser inom molekylärbiologi och bioteknik. 

SNP punktmutation (Single Nucleotide Polymorphism); en bas som är annorlunda än 

den på motsvarande plats i referenssekvensen. 

ST sekvenstyp; bestäms med MLST. 

SVA Sveriges Veterinärmedicinska Anstalt 

VCF Variant Call Format; filformat för variationer i DNA-sekvenser. WGS

 helgenomsekvensering (Whole-Genome Sequencing) 
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1 Inledning 

Listeria monocytogenes och flera arter av Campylobacter är bakterier som kan orsaka 

sjukdom hos människor. Dessa bakterier finns naturligt i miljön eller hos djur, där de inte gör 

någon skada. Båda bakterierna är zoonotiska, det vill säga de kan överföras mellan djur och 

människor och kan dessutom orsaka allvarlig sjukdom. 

Infektion av L. monocytogenes, kallat listerios, är ovanligt men kan vara livshotande för 

personer inom högriskgrupper såsom äldre och personer med nedsatt immunförsvar. För dem 

kan dödligheten vara mellan 20 och 30 procent. Eftersom L. monocytogenes förekommer 

naturligt i miljön kan den återfinnas i en mängd olika livsmedel. Vanligast är dock att man 

blir smittad av livsmedel som inte upphettas innan konsumtion eftersom bakterien dör vid 

temperaturer över 70°C [1]. 

Campylobacter förekommer naturligt i tarmsystemet hos fåglar och däggdjur. I livsmedel 

hittar man främst bakterien i fjäderfäkött, såsom kyckling, men den kan också finnas i 

exempelvis andra typer av kött, opastöriserad mjölk och förorenat dricksvatten. Arten C. 

jejuni ger upphov till de flesta infektioner hos människor. Andra arter som associeras med 

livsmedelsburen sjukdom är C. coli och i viss mån C. lari och C. upsaliensis. En infektion 

med Campylobacter är sällan livshotande men symtomen kan vara kraftiga [2]. 

Exponering mot Listeria och Campylobacter sker främst via kontaminerade livsmedel och det 

är därför viktigt att de företag som producerar livsmedel med hög risk för kontamination 

regelbundet tar prover och analyserar förekomsten av dessa bakterier. När en analys visar 

positivt är det också användbart att kunna spåra var och när kontaminationen har skett, och 

om man har hittat samma stam av bakterier vid tidigare provtagningar från samma eller annan 

plats. Därför testar man inte bara livsmedel utan också ytor på produktionsanläggningar. 

Smittspårning är också viktigt när ett utbrott sker med L. monocytogenes eller Campylobacter 

så att kontaminerade livsmedel snabbt kan tas bort från marknaden och orsaken till 

kontamineringen åtgärdas. 

För att kunna koppla ihop olika bakterieisolat behöver man en metod för att karaktärisera 

(typa) och jämföra isolaten. Numera är helgenomsekvensering (WGS, Whole Genome 

Sequencing) den mest informativa metoden. WGS innebär att man extraherar allt DNA från 

bakterierna och sekvenserar hela genomet så att man kan analysera DNA-sekvensen. Utifrån 

en bakteries genom kan man med hjälp av bioinformatiska analyser till exempel bestämma 

dess art, sekvenstyp och vilka gener för antibiotikaresistens som den eventuellt bär på. Det går 

också att jämföra bakteriers DNA-sekvenser för att bestämma om de är närbesläktade eller 

inte. Dock finns det många olika sätt att utföra dessa analyser med respektive för- och 

nackdelar, och eftersom bioinformatik är ett relativt nytt fält under snabb utveckling finns det 

inga standardiserade analyser. 
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Från sekvensering av ett bakterieisolat till en färdig släktskapsanalys krävs det många 

analyssteg. DNA-sekvenserna måste kvalitetskontrolleras, pusslas ihop till hela genom (kallat 

assembly av genom) och jämföras med varandra. Det finns en stor variation i hur dessa steg 

utförs och för att implementera bioinformatiska analyser i epidemiologiska studier krävs det 

noggrann utvärdering av existerande metoder och analys-pipelines. 

På Livsmedelsverket utförs epidemiologiska smittspårningar när sjukdomsframkallande 

bakterier upptäcks i livsmedel i Sverige. För att hitta dessa bakterier gör man regelbundna 

kontroller och kartläggningar, och ibland sker det utbrott orsakat av kontaminerade livsmedel 

som man då utreder. Livsmedelsverket samarbetar ofta med Folkhälsomyndigheten (FOHM) 

och Sveriges Veterinärmedicinska Anstalt (SVA) vid utredningar. När bakterieisolat ska 

sekvenseras och analyseras skickas de till FOHM eller SciLifeLab, men målet med detta 

projekt är att utveckla en pipeline så att Livsmedelsverket kan utföra egna bioinformatiska 

analyser av sekvensdata. 

2 Teoretisk bakgrund 

2.1 Campylobacter spp. 

Campylobacter förökar sig inte i livsmedel eftersom bakterien normalt bara kan växa i 

temperaturer över rumstemperatur på grund av sin anpassning till miljön i mag-tarmkanalen 

hos djur och människor. Mängden Campylobacter i ett livsmedel minskar starkt vid 

infrysning [3] och upphettning, till exempel vid tillagning av livsmedel, men eftersom 

infektionsdosen är låg kan dålig upphettning eller korskontaminering leda till infektion trots 

att bakterien inte förökar sig i livsmedel [2]. 

Ett Campylobacter-genom innehåller ett par miljoner nukleotider (baser), och den exakta 

genomstorleken varierar mellan stammar. Under en infektion kan några av baserna i genomet 

förändras på grund av anpassning till värdorganismen och slumpmässiga mutationer. Detta 

kan ske på väldigt kort tid, så isolat som är väldigt närbesläktade kan ha en skillnad på några 

SNP:ar (punktmutation, single nucleotide polymorphism) och indels (insertion-deletion). Ju 

längre tid som har gått sedan bakterierna skildes åt desto fler skillnader kan uppstå mellan 

dem, men bara till en viss gräns eftersom mutationer begränsas av selektion. För C. jejuni sker 

relativt få mutationer när den passerar genom en värd [4] men antalet varierar från fall till fall. 

2.2 Listeria monocytogenes 

Listeria monocytogenes är en grampositiv sjukdomsframkallande bakterie som kan orsaka 

svår sjukdom. Bakterien kan föröka sig i kylskåpstemperatur ner till 0°C, och överlever även i 

minusgrader, men dör vid upphettning [5]. För personer med normalt immunförsvar är risken 

för att bli sjuk på grund av kontaminerade livsmedel låg, men för personer med nedsatt 
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immunförsvar är risken högre. Infektionsdosen beror på hur motståndskraftig personen som 

exponerats är [1]. Precis som Campylobacter har Listeria ett genom som innehåller flera 

miljoner baser, och det påverkas av mutationer på samma sätt. 

2.3 Epidemiologiska analyser på Livsmedelsverket 

Provtagning görs i samband med offentliga kontroller, kartläggningar och utbrottsutredningar. 

Vid en offentlig kontroll görs inte alltid provtagning eftersom huvudsyftet med kontrollen är 

att bedöma om livsmedelslagstiftningen följs [6], vilket inte nödvändigtvis kräver 

provtagning. 

Vid kartläggningar utförs provtagning i syfte att analysera förekomsten och halterna av olika 

hälsofaror i livsmedel i en större geografisk skala, som inom en kommun eller hela landet. En 

kartläggning kan också utföras som uppföljning av en tidigare kartläggning, till exempel för 

att undersöka spridningen av en viss patogen över tid. Innan kartläggningen påbörjas görs en 

plan för vilka livsmedel som ska provtas, vilka patogener eller andra hälsofaror som ska 

analyseras och vilket geografiskt område som ska innefattas i kartläggningen. Antalet prover 

som tas beror på statistiska urval och tillgängliga resurser [7]. 

En utbrottsutredning utförs om två eller flera personer drabbats av en sjukdom som misstänks 

komma från livsmedel eller dricksvatten [8]. Vid ett utbrott är det viktigt att analysen av 

prover sker snabbt så att eventuella kontaminerade livsmedel kan tas bort från marknaden. 

Kartläggningar och utbrottsutredningar ställer olika krav på den bioinformatiska analysen av 

proverna. Under en kartläggning inkommer många prover som oftast analyseras under en 

längre tidsperiod, och det finns sällan ett strikt tidskrav på när de ska sekvenseras och 

analyseras bioinformatiskt. Under en utbrottsutredning inkommer oftast få prover men dessa 

måste analyseras snabbt. 

Trots att syftena är olika så är det önskade resultatet av de bioinformatiska analyserna 

detsamma för bakterieisolat som hittats vid både offentliga kontroller, kartläggningar och 

utbrottsanalyser: Man vill veta om proverna är epidemiologiskt kopplade till andra prov från 

samma eller en tidigare utförd undersökning. 

2.4 Typningsmetoder 

Syftet med att typa bakterieisolat är att dela in dem i mindre undergrupper än art för att ge en 

utgångspunkt för vidare släktskapsanalyser. Isolat av samma typ är mer sannolika att vara 

närbesläktade. Några vanligt förekommande metoder för typning är pulsfältgelelektrofores 

(PFGE), serotypning, multilokus-sekvenstypning (MLST) och ”multilocus variable number 

tandem repeat analysis” (MLVA). Den vanligaste typningsmetoden för Campylobacter spp. är 

MLST och för L. monocytogenes används ofta både MLST och serotypning. Både MLST och 

serotypning kan utföras med WGS-baserade metoder. 
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2.4.1 MLST 

MLST utvecklades innan WGS var tillgängligt. Tekniken innebär sekvensering av ett antal 

specifika gener och bestämning av de alleler generna tillhör, vilket beror på genernas exakta 

sekvens. Kombinationen av alleler bestämmer bakteriens sekvenstyp [9]. Vilka gener som 

används beror på vilken art av bakterie som ska typas. För L. monocytogenes används generna 

abcZ, bglA, cat, dapE, dat, ldh och lhkA [10], för C. jejuni används generna aspA, glnA, gltA, 

glyA, pgm, tkt och uncA [11] och för övriga arter av Campylobacter används generna aspA, 

atpA, glnA, gltA, glyA, pgm och tkt [12]. 

Sekvenstyper kan vidare grupperas i klonalkomplex (clonal complex, CC) där alla 

sekvenstyper är identiska i vanligtvis fem eller sex alleler. Klonalkomplex brukar namnges 

efter den sekvenstyp som sannolikt är grundaren till komplexet [13]. 

Eftersom det är relativt snabbt och billigt att sekvensera hela genom har MLST utökats till 

core-genom MLST (cgMLST). Vid cgMLST använder man alla gener som är gemensamma 

mellan bakterier av samma art, vilket leder till att cgMLST är bättre för klustring och 

fylogenetisk analys än vanlig MLST [14]. Alla MLST-metoder ger dock sämre kluster än 

WGS-baserad SNP-analys [15]. Vanlig MLST är fortfarande en praktisk och välanvänd 

metod för att dela in bakterier av samma art i grova kategorier av släktskap, och för att 

screena större mängder isolat för att bedöma vilka som kan vara intressanta för WGS-

baserade analyser. 

Databaser med MLST- och cgMLST-alleler och sekvenstyper för flera olika bakteriearter, 

inklusive L. monocytogenes och Campylobacter spp., kan hittas online via till exempel 

PubMLST.org [16]. 

2.4.2 Serotypning av Listeria 

Serotypning är en metod som utvecklades för att skilja på bakterier baserat på vilka antigener 

som finns på utsidan av cellmembranet. Originalmetoden för serotypning är baserat på en 

reaktion mellan antigenerna och en serie av antikroppar vilket delar in L. monocytogenes i 

flera serotyper [17]. Numera används ofta multiplex-PCR (Polymerase Chain Reaction) för 

serotypning, där fem lokus amplifieras med hjälp av PCR. Multiplex-PCR innebär att flera 

lokus amplifieras i samma reaktion, till skillnad från vanlig PCR där endast ett lokus kan 

amplifieras i en reaktion. Serotypen bestäms av vilken kombination av lokus som hittas. Med 

PCR-metoden kan man inte skilja mellan alla serotyper, men den kan skilja mellan 

serotyperna 1/2a, 1/2b, 1/2c och 4b [18] som tillsammans representerar över 70 procent av 

alla listeriosfall i EU från perioden 2010 – 2012 [19]. När serotyp bestäms med PCR kallas 

det för molekylär serotyp eller serogrupp och betecknas IIa, IIb, IIc och IVb. 

Molekylär serotypning går också att göra med WGS-data. Man använder samma lokus som 

vid PCR-baserad typning men de identifieras med dataanalys av genomet istället för med 

amplifiering av DNA:t. Metoden är inte perfekt eftersom det kan vara svårt att skilja mellan 

isolat av serogrupperna IIa och IIc som är nära besläktade [20], [21]. Om cgMLST (se rubrik 
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2.4.1 MLST) allel-profiler används för serotypning istället för de fem PCR-generna kan man 

däremot få lite bättre resultat [20]. 

Serotypning är en väletablerad metod, men för klustring av bakterieisolat har den dålig 

upplösning. Eftersom några få serotyper representerar majoriteten av listeriosfall räcker det 

inte med serotypning för att dra slutsatser om olika isolat är relaterade eller ej. 

2.5 Bioinformatik för epidemiologiska spårningsanalyser 

Vid bioinformatiska analyser som utförs med syfte att användas för spårningsanalyser finns 

det steg som är nödvändiga eller speciellt användbara att utföra. Dessa beskrivs här. 

2.5.1 Sekvensering 

I dagsläget finns det inga sekvenseringstekniker som kan sekvensera ett helt bakteriegenom i 

en sammanhängande läsning. Det finns tekniker som är på väg dit, exempelvis MinION av 

Oxford Nanopore som kan ge reads (en bit läst sekvens) som är över 50 tusen baser långa 

[22], men de tekniker som används på Livsmedelsverket, SVA och FOHM sekvenserar i 

kortare reads. IonTorrent (Thermo Fisher) som används på FOHM ger reads på upp till 600 

baser [23], och MiSeq (Illumina) som används på Livsmedelsverket och SVA ger reads på 

upp till 300 baser [24]. 

Längden på reads påverkar hur man behandlar datan när man gör en assembly (se rubrik 2.5.5 

Assembly). I regel har längre reads en högre felfrekvens men de gör det lättare att reda ut 

repetitiva regioner i genom, medan korta reads har en lägre felfrekvens men är svårare att 

pussla ihop på rätt sätt om det finns repetition. Svårigheterna med korta reads kan delvis 

överkommas med paired end (PE) sekvensering där längre fragment sekvenseras från båda 

ändarna vilket ger par av reads med ett förväntat avstånd mellan dem. PE-sekvensering gör 

det lättare att reda ut till exempel repetitiva regioner som annars är svåra att sätta ihop under 

assembly. Ett sätt att kringgå eventuella svårigheter är att använda både långa och korta reads, 

men det kräver att man sekvenserar ett prov två gånger med olika teknologier. 

2.5.2 Kvalitetskontroller 

För att försäkra sig om kvaliteten på reads och assembly bör man göra kontroller. Vid en 

kvalitetskontroll av reads vill man se att längden av dem är som förväntat, att baserna har lästs 

med hög noggrannhet under sekvenseringen, att det inte finns sekvenser eller baser som är 

överrepresenterade och att tilläggssekvenser som används under sekvenseringen har tagits 

bort. Tilläggssekvenserna kan bland annat vara indexsekvenser som används för att markera 

fragment som kommer från samma prov, och adaptersekvenser som används för att fästa 

fragmenten till en platta under sekvenseringen [25]. 

Noggrannheten av de lästa baserna anges i Phred-skalan och bestäms i samband med att 

sekvenseringsinstrumentets mjukvara översätter avlästa värden till sekvensdata. Högre värden 

indikerar högre noggrannhet. En vanlig gräns för att behålla en bas för vidare analys är ett 
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Phred-värde på 20 (99 % noggrannhet) [21], [26], [27] men högre värden används ofta när det 

är viktigt att undvika falska positiva resultat. 

Ett kvalitetsmått för alignment (se rubrik 2.5.4 Alignment) av reads till en referens är 

täckningen, det vill säga hur många reads som täcker en given bas i referensen. Eftersom man 

får olika täckning baserat på hur mycket sekvensdata man har fått från sekvenseringen är det 

mest intressant att veta om täckningen på en viss position skiljer sig mycket från 

medeltäckningen (exempelvis mindre än 50 % eller mer än 200 % av medel) över hela 

referensen. 

När man gör kvalitetskontroll av en assembly kan man kolla på längden av contigs och 

scaffolds, det vill säga längden av fragmenten som skapats under assembly (se 2.5.5 

Assembly). Vid en bra assembly finns det få och långa contigs, som satts samman till längre 

scaffolds. Antalet contigs räcker dock inte för att avgöra kvaliteten på assemblyn utan man 

behöver också kolla på två mått som heter N50 och L50. N50 är ett mått som visar längden på 

den contig så att summan av längden på denna och allalängre contigs motsvarar hälften av 

längden av assembly. L50 är ett mått som visar det minsta antalet contigs så att summan av 

dem motsvarar hälften av längden av assembly. Tillsammans ger antalet contigs, N50 och 

L50 ett mått på hur bra assemblyn är. Ett högt värde på N50 och lågt värde på L50 är önskvärt 

eftersom det indikerar att assemblyn inte är fragmenterad. 

Slutligen är en viktig kontroll att undersöka om det finns kontamination i sekvenserna. Vid 

WGS av bakterieisolat förväntas varje prov innehålla sekvenser från bara en klon, och för att 

kontrollera detta kan man jämföra provets sekvensdata mot en databas med genom från 

många olika bakteriestammar och andra organismer. Om en stor andel av sekvenserna 

matchar mot en annan bakteriestam än den väntade, eller en helt annan organism, kan det bero 

på att provet är kontaminerat. 

2.5.3 Trimning 

Som beskrivet under rubrik 2.5.2 Kvalitetskontroller ovan anges ett Phred-värde för alla 

sekvenserade baser och ju lägre värdet är desto osäkrare är det att den sekvenserade basen är 

korrekt. Därför ska man trimma reads som har för många baser med låg kvalitet. Trimningen 

är också till för att ta bort adaptersekvenser som används under sekvenseringen som annars 

kan påverka assembly och alignment av reads (se rubriken nedan). 

2.5.4 Alignment 

En alignment innebär att man arrangerar två eller flera sekvenser så att positioner som ligger 

på samma ställe i genomen, det vill säga regioner som delar en gemensam förfader, ligger 

bredvid varandra. Det gör det möjligt att identifiera skillnader mellan sekvenserna som till 

exempel SNP:ar och indels. I det här projektet används alignment för att korrigera assemblyn 

och för att hitta SNP:ar i ett prov jämfört med ett referensgenom. I båda fallen görs alignment 

mellan reads och ett genom. 
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2.5.5 Assembly 

En assembly kan utföras med eller utan referenssekvens, och kallas i det senare fallet för en 

de novo-assembly. Vid en referensguidad assembly alignas alla reads mot referensen varpå en 

sammanhängande konsensussekvens kan extraheras. Det är den snabbare metoden för 

assembly och den är bra för att hitta SNP:ar och indels, men nackdelen är att eventuella 

sekvenser som inte finns i referensgenomet inte kommer vara med i assemblyn. 

Vid de novo-assembly används ingen referens utan reads pusslas ihop med hjälp av att de 

överlappar och med stöd av PE-reads om den metoden för sekvensering har använts. De novo- 

assembly är bra för att upptäcka större strukturella förändringar av genomet och är nödvändig 

för att se gener i det nya genomet som saknas i ett referensgenom. 

Vid assembly av hela genom med korta reads blir det sällan en enda sammanhängande 

sekvens på grund av till exempel repetitiva regioner som är svåra att sätta samman korrekt 

[28]. Istället sätts reads ihop till sammanhängande segment som kallas contigs, som sedan 

läggs i rätt ordning med hjälp av bland annat PE-information till scaffolds. I bästa fall 

representerar en scaffold den faktiska DNA-molekylen, det vill säga ett helt bakteriegenom, 

en plasmid eller en kromosom beroende på vad som har sekvenserats. 

2.5.6 Typning 

Hur man typar bakterier beror på art och syfte. De metoder som använts för det här projektet 

är beskrivna under rubrik 2.4 Typningsmetoder. 

2.5.7 Klustring 

Klustring kan göras på många olika sätt. Livsmedelsverket vill i första hand kunna särskilja 

isolat som är närbesläktade, det vill säga fylogenetiska analyser som visar relationer mellan 

mer avlägsna släktingar är inte av intresse. Se rubrik 5.2 Val av släktskapsanalys för klustring 

för mer information om olika klustringsmetoder. För det här projektet valdes SNP-analys. 

Resultaten av en klustring kan illustreras som ett träd, som en graf med sammankopplade 

punkter som består av ett eller flera isolat eller som punkter i ett koordinatsystem om det finns 

flera variabler som separerar isolaten. Målet med visualiseringen är att den innehåller all 

information som behövs för att dra slutsatser om släktskap och att den samtidigt är enkel att 

tolka. 

2.6 Bioinformatiska analyser på FOHM 

I nuläget utförs många av Livsmedelsverkets sekvenseringar och bioinformatiska analyser av 

FOHM. FOHM utför sekvenseringar med en IonTorrent (Thermo Fisher) och analyserar datan 

med egen mjukvara som automatiskt producerar en rapport för varje analyserat prov och 

bilder på kluster (se exempel i Figur 1). 
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Figur 1. Exempel på klusterbild skapad av FOHM. I bildens titel anges namnet på klustret, rekombinationsavståndet 

som använts, lägsta coverage som tillåts för en SNP, minsta fraktion av baser som måste stämma överens för en SNP 

och hur stor andel av core-genomet som är gemensamt mellan proverna. Prov som ligger i samma nod har ett avstånd 

på noll SNP:ar och rekombinationer. På grenarna anges avstånd mellan prov i antal SNP:ar plus antal 

rekombinationer (R). Bilden används med tillåtelse av FOHM. 

För L. monocytogenes bestäms art, serotyp och sekvenstyp. För Campylobacter spp. bestäms 

art och sekvenstyp. FOHM:s rapporter visar vilka sekvenstyper som skiljer från den 

sekvenstyp som har bestämts för provet med endast en allel. De visar också om det finns 

baser i MLST-allelerna som är tvetydiga, det vill säga om över 10 % av baserna som alignats 

till samma position är annorlunda än majoriteten. 

Rapporten innehåller också information om kvaliteten av assembly och typning. Exempel på 

statistik som rapporteras är antal reads som producerats under sekvenseringen, täckning för 

hela genomet och täckning för MLST- och serotyp-lokus. 
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3 Metod 

För det här projektet har en pipeline utvecklats som använder sig av flera bioinformatiska 

program. Terminologin ”pipeline” syftar på att det finns flera element, i det här fallet 

bioinformatiska program, som följer på varandra där output från ett program används som 

input till ett annat. 

3.1 Om rådata 

Pipelinen kan hantera rådata från IonTorrent- och MiSeq-sekvenseringsinstrument. Beroende 

på tekniken som använts har datan olika struktur vilket påverkar hur vissa steg i pipelinen 

utförs. 

Eftersom MiSeq använder sig av PE sekvensering består data som kommer från en MiSeq av 

två gzip-komprimerade filer med sekvensdata i fastq-format. De två filerna innehåller en 

forward- respektive reverse-read (forward-reads härstammar från sekvensering från 5’-änden 

och reverse-reads som härstammar från sekvensering från 3’-änden av samma DNA- 

fragment) från varje read-par. Längden på reads kan vara upp till 300 baser beroende på antal 

valda cykler vid starten av sekvenseringen. Pipelinen är anpassad för en read-längd på 250 

baser. 

Data från IonTorrent består av en gzip-komprimerad fil i fastq-format. Den innehåller reads 

som är 300 baser långa. 

3.1.1 Hantering av data 

Alternativ på program i pipelinen som kräver att data laddas upp på servrar utanför 

Livsmedelsverket uteslöts. Detta för att undvika att potentiellt känslig data och metadata kan 

ses av någon utomstående, men också för att det gör det lättare att bygga en sammanhängande 

pipeline. Det finns också en risk att onlinetjänster tas off-line. 

3.2 Verktyg 

Pipelinen är till störst del gjord i språket Python 3.7 [29] med hjälp av PyCharm [30]. Bilder 

av kluster genereras med ett skript i R [31] som skrevs med hjälp av RStudio version 1.2 [32]. 

Pipelinen är gjord för användning i operativsystemet Ubuntu 18.04 [33] men kan även 

fungera med andra Linux-baserade operativsystem, det är dock inte testat. 

För mer information om vilka bioinformatiska program och paket som använts se Appendix 

D. För att se de exakta kommandon som används av pipelinen för att starta programmen se 

Appendix E. 
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4 Pipeline 

Pipelinens namn är BacIL - Bacterial Identification and Linkage (bakteriell identifiering och 

länkning) eftersom den används för att identifiera och länka proverna som analyseras. 

BacIL är uppdelad i två separata skript. Det första skriptet gör typning och hittar SNP:ar 

utifrån en referenssekvens (se i Figur 2). Det andra skriptet jämför SNP:ar mellan prover, 

hittar rekombinationer och skapar en bild med ett träd som visar avstånden mellan proverna 

(se Figur 3). Anledningen för uppdelningen är att man ska kunna göra klustring flera gånger, 

till exempel med olika prover, utan att behöva göra om typning och SNP-analys som är 

tidskrävande. 

 

Figur 2. Stegen som utförs av skriptet som gör typning och SNP-analys. Blå bakgrund markerar steg i typningen som 

beskrivs under rubrik 4.1 Typning och gul bakgrund markerar steg i SNP-analysen som beskrivs under rubrik 4.2 

SNP-analys. 
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Figur 3. Stegen som utförs av skriptet som gör klustring. Dessa steg beskrivs under rubrik 4.3 Klustring. 

För det här projektet har inte de specifika programmen som används av pipelinen undersökts 

så djupt eftersom det i många fall går att få användbara resultat oavsett vilka program som 

använts [28], [34], [35]. De kriterier programmen valdes efter var användarvänlighet och 

vilken statistik de rapporterade. 

4.1 Typning 

Det första skriptet i pipelinen utför analysen av individuella prover. Stegen som utförs är, i 

ordning, nedsampling av rådata, trimning, kvalitetskontroll, artbestämning, assembly, 

korrigering av assembly, MLST, serotypning och SNP-analys. SNP-analysen består av flera 

steg och beskrivs därför under en egen rubrik. 

4.1.1 Start 

Input till den första delen av pipelinen kan bestå av ett eller flera prov. Det går bra att blanda 

prov med olika arter av bakterier och prov som sekvenserats med MiSeq eller IonTorrent. Om 

en liknande teknik har använts, till exempel HiSeq (Illumina), kan de proverna också 

inkluderas men analysen är inte optimerad för dem. 

Användaren kan välja vilka steg i pipelinen som ska utföras. Syftet med det är att kunna 

fortsätta en analys som av någon anledning har avbrutits. Om en analys startas från ett annat 

steg än det första steget (nedsampling) kommer inte hela den sammanfattande rapporten fyllas 

i automatiskt. Då kan man manuellt fylla i de tomma fälten med hjälp av analysloggen och 

resultatfilerna som skapats under analysen. 

När pipelinen startas kontrolleras det om det redan finns mappar med resultat för något av 

stegen. Användaren får välja om dessa filer ska tas bort och analysen göras på nytt eller om 

analysen ska avbrytas. 

4.1.2 Nedsampling 

Det första steget är nedsampling. Syftet med detta är att minska mängden data som går vidare 

i analysen för att spara tid och för att undvika en sämre assembly på grund av för stor mängd 
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data. För att göra detta används programmet Seqtk [36] som slumpmässigt väljer ett antal 

reads från filerna med rådata. Antalet reads som väljs beräknades enligt 

𝐺𝑒𝑛𝑜𝑚𝑠𝑡𝑜𝑟𝑙𝑒𝑘 𝑥 𝑇ä𝑐𝑘𝑛𝑖𝑛𝑔

𝑅𝑒𝑎𝑑 − 𝑙ä𝑛𝑔𝑑
= 𝐴𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 

En genomstorlek på 3 miljoner baspar och täckning på 100 används för alla prov. 

Genomstoreken valdes som en uppskattning av storleken på de största bakteriegenomen som 

pipelinen ska hantera, och en täckning på 100 valdes eftersom det bör ge lagom mycket data 

för att göra en bra assembly och för att hitta SNP:ar senare i analysen (baserat på erfarenhet 

och råd från SVA och FOHM). 

För prov som sekvenserats med IonTorrent används en read-längd på 300 baser. För prov som 

sekvenserats med MiSeq används en read-längd på 500 baser eftersom varje read-par 

innehåller två reads på 250 baser. 

4.1.3 Trimning 

För att trimma reads används Trimmomatic [37] eftersom det är ett populärt och flexibelt 

program. Input till programmet är fastq-filerna med nedsamplade reads från det föregående 

steget, eller originalfilerna om ingen nedsampling var nödvändig. 

För reads från MiSeq trimmas eventuella adaptrar som är kvar från prepareringen av DNA:t. 

Sedan trimmas baser med låg kvalitet och sist kastas alla reads som är för korta. Trimmade 

reads sparas i fyra fastq-filer; två med forward- och reverse-reads och två med reads där 

endast forward- respektive reverse-halvan av read-paret klarade trimningen. 

För reads från IonTorrent trimmas först baser med låg kvalitet på samma sätt som för MiSeq, 

sedan görs en striktare kvalitetstrimning på baser i början och slutet av varje read eftersom 

kvaliteten tenderar att vara sämre i ändarna. Sist kastas alla reads som är för korta. Trimmade 

reads sparas i en fastq-fil. 

4.1.4 Kvalitetskontroll 

För kvalitetskontroll av reads valdes programmet FastQC [38], eftersom det är ett populärt 

och lättanvänt program som rapporterar många kvalitetsmått. Input är fastq-filerna med 

trimmade reads som skapades i det föregående steget. FastQC skapar en HTML-fil med 

figurer och text som sammanställer kvalitetsmåtten. Eventuella varningar för misslyckade 

kontroller skrivs även ut i pipelinens logg. 

4.1.5 Artbestämning 

För att artbestämma ett prov används Kraken2 [39] som använder k-merer (korta segment 

med k antal baser) för att matcha provets sekvenser mot en databas av genom från olika 

organismer. För MiSeq-prover är input endast de två filerna med parade reads och 

programmet körs med parametern ”paired”. För IonTorrent är input filen med trimmade reads 

och programmet körs utan speciella parametrar. 
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Resultatet visar hur stor andel av provet som matchar mot olika organismer. Organismen med 

flest matchningar rapporteras som provets klassificering. Om klassificeringen matchade mot 

mindre än 80 % av provet skrivs det ut en varning eftersom det kan bero på att provet är 

kontaminerat. Varningen rekommenderar att man manuellt kollar i klassificeringsresultatet 

eftersom man där kan se alla organismer som hittades i provet. 

Den slutgiltiga artbestämningen av provet används för att välja schema för MLST, bestämma 

om serotypning ska göras och för att välja referens till SNP-analysen. 

4.1.6 Assembly 

För de novo-assembly valdes SPAdes [40]. Ett annat bra alternativ är Velvet [41], men det 

valdes bort eftersom Velvet assemblern är uppdelad i flera separata steg till skillnad från 

SPAdes som gör hela assembly-processen med ett kommando. 

Input till SPAdes är alla filer med trimmade reads, dvs. fyra filer för MiSeq-data och en fil för 

IonTorrent-data. SPAdes körs med default parametrar i båda fallen. Output är en fasta-fil med 

sekvensen av provets assembly i scaffolds. 

4.1.7 Korrigering av assembly 

För att korrigera assemblyn görs en alignment mellan provets trimmade reads och assemblyn 

som skapades av SPAdes. Alignment görs med Bowtie2 [42]. Sedan används Pilon [43] för 

att korrigera fel, som oftast består av enstaka baser och indels. 

För MiSeq-prover alignas bara reads i par, dvs. inte reads där ena halvan av paret togs bort 

under trimningen. Det är för att Pilon bara kan hantera parade eller oparade reads, inte båda 

sorterna samtidigt. Att utesluta oparade reads gör att man förlorar lite data men de brukar 

utgöra en väldigt liten andel av alla reads (~ 2-4 %) så resultatet påverkas inte. 

För både MiSeq- och IonTorrent-prover görs lokal alignment med noggrannheten på 

inställningen ”sensitive” i Bowtie2. Lokal alignment valdes för att maximera mängden 

sekvenser som alignas. Vid lokal alignment kan reads alignas även om en del av dem inte 

matchar till referensen, vilket betyder att till exempel chimära reads (reads som härstammar 

från flera delar av genomet som satts samman av misstag under sekvenseringen) kan 

användas. Nackdelen med detta är att man kan hitta felaktiga SNP:ar om genordningen skiljer 

mellan referensen och provet eftersom reads som ligger på gränsen mellan generna kommer 

se ut som chimärer och alignas till fel ställe i referensen. Output av Bowtie2 är en fil i SAM-

format (Sequence Alignment/Map format) som beskriver hur alla reads är alignade till 

assemblyn. 

Pilon körs med default parametrar. Output av Pilon är en fasta-fil med den korrigerade 

sekvensen av assemblyn. Loggen med korrigeringarna som Pilon gör sparas i en textfil. 
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4.1.8 MLST 

MLST görs med programmet mlst [44] som använder MLST-scheman från databasen 

PubMLST [45], [16]. Vilket schema som används baseras på bakteriearten som provet 

klassificerades som i artbestämningssteget. Input är den korrigerade assemblyn eller en icke 

korrigerad assembly om det steget valdes bort från analysen. 

Programmet mlst använder BLAST+ [46] för att hitta MLST-alleler. Resultatet av typningen 

är en rapport som visar vilka alleler som hittades och vilken sekvenstyp provet tillhör, om den 

kunde bestämmas. Om sekvenstypen inte kunde bestämmas betecknas den i rapporten med ett 

bindestreck. 

4.1.9 Serotypning 

Serotypning av L. monocytogenes görs med BLAST+ [46] som används för att hitta serotyp- 

specifika lokus lmo0737, lmo1118, ORF2110, ORF2819 och prs. Serotypen bestäms sedan 

utifrån vilka gener som är närvarande i provet med hjälp av ett schema [18], se Tabell 1. 

Generna måste inte vara identiska med referensgenerna. Längden och den procentuella 

identiteten med referensgenerna skrivs ut i den sammanfattande rapporten för varje prov. 

Tabell 1. Bestämningsschema för serotyper av Listeria monocytogenes. + indikerar närvaro av lokus i genomet och - 

indikerar frånvaro. 

Serotyp lmo0737 lmo1118 ORF2110 ORF2819 prs 

IIa + - - - + 

IIb - - - + + 

IIc + + - - + 

IVb - - + + + 

 

Input till serotypningen är en korrigerad assembly eller en icke korrigerad assembly om det 

steget valdes bort från analysen. En BLAST-databas skapas av assemblyn innan sökningen. 

Resultatet är en fil med de serotyp-lokus som hittats och en fil som anger serotypen. 
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4.1.10 Resultatrapport 

I slutet av analysen skapas en sammanfattande rapport för varje prov som i Figur 4 nedan. 

 

Figur 4. Exempel på rapport för ett Listeriaprov sekvenserat med IonTorrent. För Campylobacterprov används inte 

sektionen om serotyp. Rapporten ovan är formaterad i Microsoft Excel 2016. 

I rapporten anges först provets namn, när analysen startades, var rådatan finns och om den 

behövde nedsamplas. Om nedsampling utförts anges hur många reads som finns före och efter 

nedsampling. 

Därpå anges resultatet av artbestämningen och hur stor andel av sekvensen som stödjer 

resultatet. Kontamination eller dålig kvalitet leder till att andelen matchande sekvens blir 

lägre. 
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Under ”Assembly statistics” anges antal contigs, N50 och L50 för assemblyn. Exemplet i 

Figur 4 har bra statistik för assemblyn med ett högt värde på N50 och lågt värde på L50. 

I MLST-resultaten anges sekvenstypen samt vilka alleler som hittats i de MLST-lokus som 

ingår i schemat för bakterien. Allelens nummer i databasen anges i parentes bredvid namnet 

på dess MLST-lokus. Om ingen sekvenstyp kunde bestämmas anges allelerna som hittats och 

om de liknar en annan allel som existerar i databasen, om det är en ny allel eller om ett lokus 

saknas helt. Mer information om hur allelerna ska tolkas finns i dokumentationen för 

programmet mlst [44]. 

Information om serotyp finns endast med i rapporten för L. monocytogenes. Först anges 

serotypen och sedan listas de lokus som hittats med längd i antal baser och identitet i procent 

till sekvensen som använts som mall. 

Sist rapporteras information om SNP-analysen. Där anges vilket referensgenom som använts, 

genomsnittlig täckning av alignade reads och hur stor andel av provets totala antal reads som 

kunde alignas till referensen. Om procenten alignade reads är låg eller om täckningen är 

mycket lägre jämfört med den förväntade kan det bero på att sekvensdatan hade dålig kvalitet 

eller att referensen passade dåligt. 

4.2 SNP-analys 

SNP-analysen är en del av samma skript som typningen, men eftersom den består av flera steg 

får den en separat beskrivning. Syftet med SNP-analysen är att hitta SNP:ar i ett prov jämfört 

med en referenssekvens. Referenssekvensen är densamma för bakterier av samma art, så att 

man senare kan jämföra SNP:ar mellan olika prov. 

4.2.1 Val av referensgenom och alignment 

Det första steget i SNP-analysen är att välja referenssekvens. Det görs med hjälp av resultatet 

av artbestämningen. Referensgenomen som används är listade i Tabell 2 nedan. Dessa 

referensgenom är hämtade från databasen NCBI RefSeq (National Center for Bioitechnology 

Information Reference Sequence Database) som består av kurerade sekvenser, bland annat 

genom. 
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Tabell 2. Referensgenom för olika bakteriearter. För varje referensgenom anges artens Taxonomi-ID i NCBI 

Taxonomy Browser och genomets accession nummer i databasen NCBI RefSeq. 

Art Taxonomi-ID Referensgenom, 

accession nummer 

Listeria monocytogenes 1639 GCF_000196035.1 

Campylobacter coli 195 GCF_002024185.1 

Campylobacter jejuni 197 GCF_000009085.1 

Campylobacter lari 201 GCF_000019205.1 

 

Alignment till referensgenomet görs med Bowtie2 på samma sätt som vid korrigering av 

assembly, med skillnaden att det valda referensgenomet används i stället för provets 

assembly. 

4.2.2 Framtagning av konsensus-sekvens 

Innan man kan identifiera SNP:ar måste man ta fram en konsensus-sekvens för provet, 

eftersom alla reads i alignmenten med referenssekvensen inte alltid har samma bas på en 

given position. Konsensus-sekvensen består av de baser som har majoritet på varje individuell 

position. 

Först måste dock SAM-filen med alignade reads konverteras till BAM-format (Binary 

Alignment/Map format) och sorteras vilket görs med SAMtools [47]. Input till sorteringen är 

SAM-filen med alignade reads från det föregående steget och output är en sorterad BAM-fil 

med samma innehåll. 

Den sorterade BAM-filen används för att bestämma konsensus-sekvensen med BCFtools 

[48]. Detta görs i två steg. Först skapas en VCF-fil (Variant Call Format) som anger 

sannolikheten för olika alternativ på varje position. Alternativen kan vara olika baser eller 

indels. I steg två bestäms vilken bas som finns på varje position och ett kvalitetsvärde 

beräknas som visar sannolikheten att det är korrekt. Resultatet är en VCF-fil som visar 

provets sekvens jämfört med referenssekvensen. 

4.2.3 Exkludering av osäkra baser 

I varje prov finns det positioner i sekvensen som inte kan användas till SNP-analys för att 

man inte kan vara säker på vilken bas som finns där. Det kan bero på flera olika anledningar. 

En anledning är att en region fått låg täckning under sekvenseringen så att man inte kan 

avgöra om en viss bas är ett sekvenseringsfel eller ej. 

För hög täckning är inte heller bra. Om man får regioner med ovanligt hög täckning (> 2 ggr 

medel) kan det bero på att bakteriens genom innehåller flera kopior av samma sekvens som 

sedan har alignats till ett ställe i referensen. Det kan också hända att provet innehåller 

sekvenser som inte finns i referensen men som alignas till liknande regioner. Båda dessa 
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scenarion ger upphov till förhöjd täckning och det senare ger också upphov till falska SNP:ar 

då reads alignas till regioner som inte är ortologa, det vill säga de delar inte samma 

evolutionära historia. Positioner i regioner med förhöjd täckning kan man alltså inte vara 

säker på att de bestämts korrekt, även om deras kvalitetsvärden är höga. 

Slutligen kan indels ofta ge upphov till små fel i alignments runt de inlagda eller borttagna 

baserna vilket gör att man inte kan lita på att en SNP är en äkta SNP eller en fel-alignad bas. 

Indels är ett större problem för IonTorrent-prover eftersom den sekvenseringstekonologin 

tenderar att oftare införa eller ta bort enstaka baser [49], [50], [51]. 

SNP:ar filtreras ut med BCFtools i två steg. Först hittas alla indels och sedan appliceras ett 

filter på täckning och säkerheten på den bestämda basen. Alla positioner märkta som indels i 

input räknas som en indel oavsett kvalitetsvärde (se rubrik 4.2.2 Framtagning av konsensus-

sekvens) och sparas i en separat VCF-fil. Sedan hittas osäkra positioner som matchar något av 

följande kriterier: 

• SNP med kvalitetsvärde under 100. 

• Bas med kvalitetsvärde under 50. 

• Täckning under 30 % av medel. 

• Täckning över 200 % av medel. 

• Obestämd bas. 

Kvalitetsvärdet som används i två av filtren är enligt Phred-skalan och baseras på 

sannolikheten att basen har bestämts fel i konsensus-sekvensen. Högre kvalitetsvärde 

indikerar lägre sannolikhet för fel [52]. Eftersom mer data ger en säkrare bestämning kan 

kvalitetsvärdet variera beroende på mängden data, så därför är gränsvärdena baserade på prov 

som har nedsamplats enligt pipelinens första steg (se rubrik 4.1.2 Nedsampling). 

Nedsamplingen normaliserar mängden data för alla prov i analysen vilket gör 

kvalitetsvärdena jämförbara. Gränsvärdena valdes för att ge resultat liknande de från FOHM:s 

SNP-analyser så att resultaten från pipelinens SNP-analys skulle vara jämförbara. 

Positioner som matchar ett eller flera av kriterierna sparas i en VCF-fil. Denna fil slås 

samman med filen med indels till en slutgiltig VCF-fil som innehåller alla positioner som bör 

uteslutas vid klustring. 

4.2.4 Hitta SNP:ar 

BCFtools används även för att hitta positioner med SNP:ar. En position räknas som en äkta 

SNP om den uppfyller följande krav: 

• Bas annan än referensen. 

• Kvalitetsvärde lika med eller över 100. 

• Täckning mellan 30 och 200 % av medel. 
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Positioner som klarar dessa kriterier sparas i en VCF-fil. Dessa SNP:ar filtreras ytterligare 

under klustringen. 

4.3 Klustring 

För att klustra prover jämförs de SNP:ar som hittades under SNP-analyserna. Input till den 

här delen av pipelinen kan vara två eller flera prov av samma art, och innan de kan användas 

för klustring måste de ha analyserats med den första delen av pipelinen som gör SNP-analys. 

När klustringen startas får användaren ge klustret ett valfritt namn som kommer användas 

som titel och filnamn till bilden som skapas. Pipelinen kontrollerar att samma referensgenom 

har använts för alla prover som ska klustras genom att extrahera namnet på referensgenomet 

från en av VCF-filerna som skapades under SNP-analysen. 

4.3.1 Exkludera SNP:ar 

I det första steget summeras alla positioner som ska uteslutas från klustring från alla prov. 

Positionerna läses in från VCF-filerna som skapats under SNP-analysen av varje prov (se 

rubrik 4.2.3 Exkludering av osäkra baser) och sparas i minnet som en lista. 

I nästa steg läses positionerna från VCF-filerna med SNP:ar för varje prov (se rubrik 4.2.4 

Hitta SNP:ar). Då utesluts alla SNP:ar på positioner som finns i den nyss skapade listan. 

SNP:arna som blir kvar sparas i minnet i en lista per prov. 

 

4.3.2 Räkna SNP:ar och rekombinationer 

Punktmutationer som skapar SNP:ar och indels är inte de enda förändringarna som sker i 

bakteriegenom. De tenderar också att ta upp DNA-sekvenser från andra bakterier vilket ger 

upphov till rekombinationer. Om man inte tar hänsyn till detta när man jämför genom 

kommer man hitta för många SNP:ar eftersom rekombinationer ofta uppträder som regioner 

med förhöjt antal SNP:ar jämfört med resten av genomet. En rekombination bör räknas som 

en enda händelse eftersom den härstammar från en rekombination, inte flera individuella 

händelser vilket skulle vara fallet om man räknade varje individuell SNP inom 

rekombinationen. 

Rekombinationer kan vara komplexa att hitta eftersom de ser ut som SNP:ar, så för det här 

projektet har en enkel modell använts där SNP:ar som ligger inom 500 baser av varandra 

antas tillhöra en rekombination. Antalet på 500 används eftersom det används vid analyserna 

på FOHM och därmed kommer resultatet från klustringen vara mer jämförbart med deras 

resultat, vilket kommer underlätta tolkningen av kluster. 

SNP:ar och rekombinationer räknas parvis mellan prov. Först listas de SNP:ar som skiljer de 

två aktuella proverna åt. Då utesluts SNP:ar som hittats i båda proverna på samma position, 

som har samma bas, se rödmarkerade baser i A i Figur 5. Sedan räknas antalet SNP:ar och 

rekombinationer, se B i Figur 5. SNP:ar räknas till en rekombination om de ligger inom 500 
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baser av varandra. En rekombination kan vara längre än 500 baser men det får inte finnas 

avstånd på mer än 500 baser mellan påföljande SNP:ar inom den. SNP:ar som finns i båda 

proverna men med olika baser räknas som totalt en SNP. 

Antalet SNP:ar och rekombinationer mellan varje par av prover sparas i två separata 

avståndsmatriser som skrivs till varsin fil. 

 

Figur 5. A: Positioner relativt referensen med potentiella SNP-skillnader mellan två prov, Prov 1 och Prov 2. Rött 

markerar baser som skiljer från referenssekvensen men som är identiska mellan proverna och därför inte kommer 

räknas som en skillnad. B: Positioner med potentiella SNP-skillnader mellan proverna efter identiska baser har 

uteslutits. Blåmarkerade baser räknas till en rekombination. Röda baser räknas inte. Svarta baser räknas som en 

SNP. Avståndet mellan dessa prov blir fyra SNP:ar och en rekombination. 

4.3.3 Skapa kluster 

Kluster beräknas som ett minimalt uppspännande träd (MST, Minimum Spanning Tree) som 

görs med Kruskals algoritm [53]. Algoritmen kopplar ihop alla noder i ett nätverk så att 

summan av kantvikterna minimeras. I det här fallet består noderna av alla prov som ska 

klustras, och kantvikterna är summan av antalet SNP:ar och rekombinationer som finns 

mellan varje par av prov. 

Resultatet av klustringen är en fil som beskriver kanterna i trädet och en fil som beskriver 

noderna. Om proverna har resultat från MLST finns deras sekvenstyper med i nodfilen. 

4.3.4 Visualisera kluster 

Kluster visualiseras med ett R-skript, se Figur 6. Färgen på noder baseras på sekvenstypen, 

och avstånden mellan proverna skrivs ut i både antal SNP:ar och rekombinationer. I figurens 

titel ser man vilket rekombinationsavstånd som använts, och hur många procent av 

referensgenomet som uteslutits på grund av bland annat dålig kvalitet på alignade baser eller 

låg täckning (se rubrik 4.2.3 Exkludering av osäkra baser). 
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Figur 6. Exempel på kluster med fem prov. I bildens titel anges tidpunkten då klustret skapades, vilket 

rekombinationsavstånd som använts och hur stor andel av referensgenomet som uteslutits från klustringen. Texten på 

noderna anger provernas namn och färgerna visar prov som tillhör samma sekvenstyp. På grenarna anges avståndet 

mellan proverna i antal SNP:ar och antal rekombinationer (R). 

4.4 Tidsåtgång och lagringsutrymme 

Att göra typning och SNP-analys tar ca 10 till 18 minuter per prov med en dator med minne 

på 96 GB och en processor med en klockfrekvens på 3,7 Hz och fyra kärnor. Den faktor som 

påverkar tidsåtgången mest är kvaliteten på provsekvenserna och om rådatan har bra kvalitet 

går analysen snabbare. Mängden rådata är sällan en faktor eftersom det första steget i 

pipelinen nedsamplar alla prov som innehåller mer än en viss mängd reads. Om ett prov har 

mindre rådata än gränsen går dess analys lite snabbare. 

Tiden för att skapa ett kluster beror på antalet prover, deras kvalitet och hur lika de är 

varandra. Den faktor som har störst inflytande är antalet prover men kvaliteten och likheten 

mellan dem har också betydelse eftersom tiden att analysera varje prov i klustret ökar både 

med antalet positioner som måste exkluderas under analysen och med antalet SNP:ar som 

hittas. 

Under typning och SNP-analys skapar varje steg i pipelinen en mapp där resultat och 

mellansteg i analysen sparas. Den totala mängden data som skapas per prov är ca 1,7 GB, 

varav ca 0,6 GB består av filer som är nödvändiga för ett eller flera steg i analysen eller som 

är användbara vid tolkning av resultat (se Appendix B). Mängden data som skapas beror till 
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störst del på genomets storlek. Inga filer tas bort automatiskt av pipelinen. Klustringen skapar 

inga stora output-filer. 

5 Diskussion 

5.1 Kommersiell eller egenutvecklad pipeline 

Ett alternativ för pipelinen är att använda en existerande applikation, varav det finns flera 

kommersiella alternativ som CLC Genomics Workbench [54] och Geneious Prime [55]. 

Fördelen med dem är att de är lätta att använda eftersom de samlar alla analyser på ett ställe 

och har ett grafiskt gränssnitt, man får uppdateringar som förbättrar programmet och fixar 

buggar, och man kan få support från företaget som äger programmet. 

I detta projekt valdes dock att utveckla en egen pipeline av flera anledningar. I en 

egenutvecklad pipeline är det lättare att anpassa pipelinen precis som man vill ha den, man 

kan bestämma exakt vilka algoritmer man vill använda och deras parametrar. Man vet därför 

också vad som händer med datan och det är lättare att se var det har gått fel om man får 

oväntade eller dåliga resultat. En annan viktig fördel är att man inte behöver ladda upp data på 

utomstående servrar, vilket ökar datasäkerheten och är bra om man arbetar med isolat från 

sjukdomsutbrott. Man riskerar inte heller att dessa servrar är nere för underhåll när man 

behöver dem. Det är också gratis till skillnad från kommersiella alternativ som kan vara 

kostsamma. 

Det finns även nackdelar med en egenutvecklad pipeline. Den största nackdelen är nog att den 

är svårare att underhålla eftersom det kommer uppdateringar till programmen som ingår i 

pipelinen som måste laddas ner manuellt och kanske integreras på nytt i pipelinen om det har 

skett större ändringar i dem. En annan nackdel är att man måste sköta all datahantering som 

lagring och backup själv vilket är ett hinder eftersom det ofta handlar om databaser med flera 

TB data. 

5.2 Val av släktskapsanalys för klustring 

För att utföra släktskapsanalys finns det alternativ såsom SNP-analys, fylogenianalys, 

cgMLST och k-mer baserad klustring. 

Fylogenianalys valdes bort eftersom det är en tidskrävande metod som ger resultat som kan 

vara svåra att tolka. Till skillnad från till exempel SNP-analys är det svårt att tolka varför 

olika sekvenser anses vara mer eller mindre närbesläktade eftersom grenlängderna sällan har 

en tydlig enhet. Fylogenianalys är ofta i grunden en SNP-analys som man sedan applicerar 

komplexare algoritmer på för att dra slutsatser om evolutionshastighet och släktskap. 
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I en SNP-analys jämför man genomet med en referenssekvens och räknar antalet 

punktmutationer som skiljer dem åt. Oftast inkluderar man många genom i analysen, och för 

att resultaten ska vara jämförbara exkluderar man de delar av genomen som inte är 

gemensamma. Det betyder att man bara kan göra SNP-analyser mellan sekvenser som är 

relativt närbesläktade. Informationen om vilka SNP:ar som finns kan man använda för att 

göra klusteranalys eller fylogenetiska träd. 

Valet av referenssekvens är ett av problemen med SNP-analys. Referensen man väljer beror 

på sekvenserna som ska analyseras, den får inte vara för olik eftersom man då kommer få 

reads som alignas fel och ger falska SNP:ar, och stora delar av sekvenserna som ska klustras 

kanske exkluderas helt från analysen. En bioinformatiker skulle kanske testa med flera 

referensgenom eller välja ett som fungerar utifrån erfarenhet men i en pipeline måste 

referenssekvensen väljas automatiskt. Det går inte heller att jämföra väldigt divergenta 

sekvenser på ett pålitligt sätt eftersom stora delar av sekvenserna kommer uteslutas från 

analysen. 

Fördelar med SNP-analys är att det är lätt att tolka kluster eftersom avstånden mellan dem 

representerar ett antal SNP:ar. Det är också en väl använd metod vilket innebär att det finns 

mycket kunskap att tillgå i litteraturen. Därtill används SNP-analys på FOHM och genom att 

använda samma metod på Livsmedelsverket underlättas övergången till att göra egna 

analyser. Man får också den teoretiskt mest exakta klustringen eftersom man tar hänsyn till 

alla individuella skillnader mellan sekvenser, men det stämmer bara för närbesläktade 

sekvenser. 

cgMLST har fördelen att man inte behöver en referenssekvens, man kan jämföra alla 

sekvenser oavsett hur divergenta de är och noggrannheten i klustringen är nära den för SNP- 

analys. Nackdelen är att man bör upprätthålla en databas med alleler, både med uppdateringar 

från online-databaser och med nyupptäckta alleler från sekvenserna man analyserar. För L. 

monocytogenes och Campylobacter spp är det kanske inte nödvändigt eftersom databaserna 

som finns redan innehåller många alleler för varje lokus. Fördelen med att lägga till nya 

alleler är att klustringen förbättras med tiden eftersom man kan se fler skillnader. En annan 

nackdel är att man inte kan göra cgMLST på data som produceras med en IonTorrent 

sekvenserare eftersom den inte kan skilja mellan homopolymerer (samma bas repeterad 

många gånger) av olika längd. Det betyder att data som sekvenserats hos FOHM inte kan tas 

med i analyserna. 

Fördelen med k-mer baserad klustring med exempelvis POPpunk [56] är att det går snabbt, 

kan göras på väldigt många prover och klustringen blir bra även om vissa prover är väldigt 

divergenta. Nackdelarna är att det kan vara svårt att tolka vad kluster betyder, speciellt om 

man vill göra en riktad analys med få prover som är väldigt lika varandra. Det verkar vara en 

bra metod för att få en överblick av vilka kluster som finns i en stor population, och för att se 

vilka kluster som nya prover tillhör. 
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I slutändan valdes SNP-analys eftersom det ger det starkaste beviset för kopplingar i 

utbrottsutredningar och för att det kan användas på data från både IonTorrent och Illumina 

MiSeq. 

5.3 Hur SNP:ar och rekombinationer räknas 

Det går inte att avgöra exakt hur många punktmutationer som skett mellan två prov. 

Osäkerhet i hur genomen faktiskt ser ut bidrar till detta; vissa delar av genomet kanske blev 

dåligt sekvenserade eller inte sekvenserade alls. Om man gör sekvensering av DNA från 

många kloner av samma bakterie, vilket är den vanligaste metoden, händer det att man 

sekvenserar en blandning av DNA från bakterier som har olika SNP:ar. Användningen av 

referenssekvenser har nackdelen att delar av genomen utesluts helt vilket kan leda till att 

SNP:ar inte tas med i analysen. Slutligen så kan man välja att räkna SNP:ar på olika sätt vilket 

kommer ge olika resultat, mer om detta nedan. 

Ett alternativ till att använda referenssekvenser är att göra de novo-assembly av varje prov och 

skapa en alignment mellan alla assemblys för de prov som ska jämföras. Då maximerar man 

mängden sekvens som jämförs mellan proverna. Det finns dock flera problem med det 

tillvägagångssättet. För det första är det en väldigt tidskrävande metod eftersom det tar lång 

tid att skapa alignments, speciellt med många prov och långa sekvenser. Sedan finns det ingen 

garanti att de assemblys som skapats är korrekta. De referenser som har använts i det här 

projektet kommer från NCBI RefSeq-databasen där varje genom har granskats och redigerats 

manuellt för att se till att de har bra kvalitet. Slutligen leder jämförelser mellan de novo- 

assemblys till att metoden för att hitta SNP:ar inte blir helt reproducerbar mellan analyser. För 

varje kluster som skapas blir alignmenten annorlunda vilket leder till att man kan hitta olika 

SNP:ar för samma prov om det används i olika kluster. 

Oavsett om man använder referenssekvenser eller inte finns det en osäkerhet i det exakta 

antalet förändringar som har skett mellan två sekvenser. En anledning är att det är möjligt att 

samma bas har muterat flera gånger. Det betyder att en SNP kan vara resultatet av flera 

mutationer eller att en bas som inte verkar vara en SNP har muterat och kommit tillbaka till 

ursprungsbasen. Vid fylogenianalys applicerar man ofta modeller som tar hänsyn till detta, 

exempelvis JC69 [57] eller GTR-modellen [58]. Under det här projektet användes inga sådana 

modeller eftersom sannolikheten att samma bas har muterat flera gånger är väldigt låg om inte 

en signifikant andel av baserna har muterat. Exempelvis korrigeras 3000 SNP:ar i ett genom 

med 3 miljoner baser till 3002 SNP:ar med JC69-modellen. 

Om det finns SNP:ar på samma position i två prov men med olika baser kan det bero på att 

samma position muterat i båda sekvenserna oberoende av varandra, eller att en mutation 

skedde innan sekvenserna divergerade och en mutation skedde efter. I båda fallen kommer 

båda sekvenserna ha en annan bas än referensen men i det första fallet bör det räknas som två 

SNP:ar och i det andra fallet som en SNP. Eftersom det är osannolikt att samma position 
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muterat i två olika sekvenser oberoende av varandra räknas dessa situationer som en SNP i 

pipelinen, se exemplet i Figur 5 där båda sekvenserna har en mutation på position 3000. 

I samband med rekombinationer blir det svårare att räkna SNP:ar, eftersom det är möjligt att 

det skett mutationer som dolts av en senare rekombination. Om det finns många 

rekombinationer mellan två prov är det mer sannolikt att det finns gömda SNP:ar än om det 

finns få rekombinationer. I den här pipelinen kompenseras detta genom att SNP:ar räknas som 

illustrerat i Figur 5. Om en sekvens har en rekombination räknas SNP:ar som hittas på den 

andra sekvensen inom motsvarande område till antalet SNP:ar. Det gör också att det går att 

identifiera rekombinationer på olika sekvenser som överlappar. Alternativet är att dessa inte 

räknas eftersom man inte vet om de är äkta SNP:ar som uppstått på grund av mutationer i den 

andra sekvensen eller om rekombinationen i den första sekvensen infört dessa skillnader. 

På grund av en bugg i pipelinen räknas inte SNP:ar på en sekvens som faller inom en 

rekombination på en annan sekvens och ligger på samma position som en SNP i 

rekombinationen, se exemplet i Figur 5 med SNP:ar på position 1200. Inga tester har gjorts 

hur stor skillnad i totala antalet SNP:ar det leder till, men som förklarats tidigare är 

sannolikheten låg att en SNP uppstått på samma position i två olika isolat oberoende av 

varandra. SNP-analysen skulle dock förbättras om denna bugg åtgärdades. 

5.4 Val av metod för visualisering av kluster 

För att visa kluster valdes MST eftersom det är ett effektivt sätt att visa vilka prov som har 

minst antal skillnader mellan varandra vilket är viktigt för att dra slutsatser om vilka prov som 

kan härstamma från samma källa. Det är intressant att se vilken ordning isolaten har 

uppkommit, men man får inte tillräckligt mycket information av SNP-analysen och 

klustringsmetoden som används för att dra sådana slutsatser. Eftersom man inte vet något om 

isolatens uppkomst kan man inte använda rotade fylogenetiska träd eller kladogram. Det är 

även lättare att tolka avstånden mellan prov i ett MST än i ett fylogenetiskt träd eftersom 

MST kan placera prov ”mitt i” trädet medan fylogenetiska träd bara placerar prov längst ut på 

grenarna. 

I pipelinen skapas ett MST som är optimerat så att summan av avstånden mellan noderna i 

klustret är så liten som möjligt. Ibland finns det dock flera olika konfigurationer av noder 

(prov) och kanter (förbindelser mellan prov) som ger samma resultat och därmed är lika 

optimerade, men pipelinen kommer bara visa en av dem. En förbättring av klustringen skulle 

vara att indikera när det finns flera möjliga konfigurationer till exempel genom att skapa flera 

kluster. Informationen om avstånd mellan alla noder finns dock alltid i rekombinations- och 

SNP-avståndsmatriserna som skapas under klustringen, så om man är intresserad av avståndet 

mellan två prov som inte har en direkt förbindelse i klustret går det att se detta i filerna som 

skapas av pipelinen som innehåller avtåndsmatriserna. 
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Det finns några saker som kan förbättras med visualiseringen av kluster. En ändring som 

skulle göra bilderna lättare att tolka är att slå samman prov med avstånd noll till samma nod i 

klustret. Det skulle också vara bra att kunna se mer metadata utöver färgerna som skiljer 

mellan prov som har olika sekvenstyp, till exempel information om serotyp för Listeria och 

datum och plats för provtagning. 

6 Slutsats 

Pipelinen som byggts under det här projektet underlättar analysen av bakterieprover genom att 

reducera de steg som krävs för att ta rådata direkt från ett sekvenseringsinstrument till en 

färdig klusteranalys - till endast två kommandon i en kommandotolk. 

Resultaten från analyserna sammanfattas i en kort rapport som kan användas för att snabbt se 

information om epidemiologiskt viktiga egenskaper hos analyserade prover, bland annat 

bakterieart och sekvenstyp. Rapporten ger också en idé om kvaliteten på provet och 

analysresultaten. Om mer information behövs för att bedöma resultaten finns det loggfiler och 

mer detaljerade resultat från analyserna i mapparna som skapas av pipelinen. 

Den största svårigheten under projektet var utvecklingen av SNP-analysen, eftersom resultatet 

av den varierar mycket med de filter som används och hur rekombinationer räknas, vilket gör 

den svår att optimera. Där kan också den största förbättringen göras genom vidare 

undersökningar av metoder för SNP-analys och detektion av rekombinationer för att anpassa 

pipelinen efter de specifika bakteriearterna som ska analyseras. 

Avslutningsvis är denna pipeline ett användbart verktyg för bioinformatisk analys för 

epidemiologiska utredningar, med potential att utvecklas ännu mer. 
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Appendix A – Instruktioner för att starta pipeline 

Typning och SNP-analys 

Snabbstart: Kommando “bacil-analysis.py /filväg/till/prov/” Parametrar: --threads, --

programs, --no-downsampling 

Hjälp: Kommando “bacil-analysis.py --help” eller “ bacil-analysis.py -h”. Viktigt: Använd 

inga mellanslag i namn på filer eller mappar. 

Börja med att skapa en mapp (körningsmappen) som kommer innehålla alla prov som ska 

analyseras. I den skapas en mapp per prov (provmapp). Namnge dessa mappar efter proverna. 

I provmapparna läggs filerna med reads. För MiSeq-prover ska varje mapp innehålla två filer 

- en med forward och en med reverse reads. För IonTorrent ska varje mapp innehålla en fil 

med reads. 

Körningsmappen får inte innehålla andra mappar än provmapparna, men den får innehålla 

filer med t.ex. metadata. De kommer inte användas under analysen. Provmapparna får 

innehålla både mappar och filer utöver read-filerna så länge det inte är fler filer med reads. 

För att starta pipelinen måste man veta filvägen till körningsmappen. För en körningsmapp 

som heter “Analys” kan filvägen exempelvis vara “C:/Dokument/Analys/”. Det får inte finnas 

mellanslag i filvägen. Eftersom pipelinen körs på Ubuntu på Windows byts “C:/” i filvägar ut 

mot “/mnt/c/”. Kommandot för att starta analysen blir då “ bacil-analysis.py 

/mnt/c/Dokument/Analys/” (utan citattecken). Skriv in kommandot i Ubuntus 

kommandoterminal och tryck på enter. 

Om det redan finns output-mappar för något av analysstegen kommer pipelinen fråga om de 

ska tas bort eller om analysen ska avbrytas. 

Analysera ett prov 

Om man bara ska analysera ett prov går det bra att göra på samma sätt som ovan, men man 

kan också ange filvägen direkt till provmappen: “ bacil-analysis.py 

/mnt/c/Dokument/Analys/Provmapp/ 

Parametrar 

Pipelinen har tre valfria parametrar. Den första är ”--threads” som anger hur många 

processorkärnor som ska användas vid analyserna. Default är 4. Den andra parametern är ”-- 

programs” som kan användas för att specificera vilka delar av analysen som ska utföras. Den 

tredje parametern är ”--no-downsampling” som kan användas för att utesluta nedsampling av 

rådatan som annars sker automatiskt i kombination med trimning. 
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Användning av parametern --programs 

Genom att använda parametern “--programs” kan man starta pipelinen vid en viss analys, 

avsluta vid en viss analys eller utesluta specifika analyser. Analyserna som ska användas 

anges med en bokstav, se Tabell A1. Ordningen programmen specificeras i är inte viktig, 

analysstegen utförs alltid i samma ordning. Serotypningssteget kan inkluderas för alla 

bakteriearter men kommer bara utföras för Listeria monocytogenes. 

Exempelvis för att avsluta analysen efter assembly utan att göra MLST, serotypning och SNP- 

analys startar man pipelinen med kommandot ”bacil-analysis.py --programs tqcao 

/filväg/till/prov”. 

Tabell A1. Analyssteg och motsvarande bokstav för ”--programs” parametern till pipeline samt vilken output de olika 

stegen är beroende av. 

Analyssteg Bokstav Använder output från 

Trimning t - 

Kvalitetskontroll q Trimning 

Artbestämning c Trimning 

Assembly a Trimning 

Korrigering av assembly o Trimning, assembly 

MLST m Artbestämning, korrigering av assembly 

(eller assembly) 

Serotypning s Artbestämning, korrigering av assembly 

(eller assembly) 

SNP-analys v Trimning, artbestämning 

 

Klustring 

Snabbstart: Kommando “ bacil-cluster.py /filväg/till/prover/” Parametrar: --remake-image 

Hjälp: Kommando “ bacil-cluster.py --help” eller “klustring -h”. 

För att starta klustringen ska proverna ligga i samma mappstruktur som för typning och SNP- 

analys med en körningsmapp som innehåller flera provmappar. Provmapparna måste även 

innehålla output-mappen från SNP-analys (mappen ”SNP_analysis”), samt output-mappen för 

MLST (”mlst”) för att sekvenstypen ska anges i bilden på kluster. MLST-mappen är dock inte 

nödvändig. 
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För att starta pipelinen används kommandot ”bacil-cluster.py /filväg/till/prover”. Pipelinen 

låter användaren ge klustret ett namn. Om inget namn anges används ”Cluster”. 

Göra om klusterbild 

Placeringen av noder i klusterbilderna är delvis slumpmässig och ibland leder det till att 

bilden är svår att tolka. Då kan man göra om bilden utan att göra om hela klusteranalysen med 

parametern --remake-image. Kommandot blir då ”bacil-cluster.py --remake-image 

/filväg/till/prover”. 

Appendix B – Information om filer 

I Tabell A2 nedan listas namn och användning för några filer som skapas av pipelinen. Det 

skapas filer utöver dessa, men de är inte direkt involverade i något steg i pipelinen efter att de 

har skapats och är inte nödvändiga för att tolka resultat av analyserna. Alla filer kan dock vara 

användbara som dokumentation och det rekommenderas att filer bara tas bort om det är dåligt 

med lagringsutrymme. 

Tabell A2. Filer som skapas under pipelinens analyssteg som är nödvändiga för analysen eller som kan användas för 

att tolka resultat. 

Mapp Filnamn Användning 

Huvudmappen 

innehållande ett eller 

flera prov. 

clustering_{starttid}.log Loggfil över klustrings. 

pipeline_{starttid}.log Loggfil över typning och SNP-

analys. 

recomb_distance_matrix.tsv Matris med 

rekombinationsavstånd mellan 

klustrade prover. 

SNP_distance_matrix.tsv Matris med SNP-avstånd mellan 

klustrade prover. 

tree_edges.tsv Information om kanterna i 

kluster. Kan användas 

tillsammans med tree_nodes.tsv 

för att visualisera kluster. 

tree_nodes.tsv Information om noderna i 

kluster. Kan användas 

tillsammans med tree_edges.tsv 

för att visualiera kluster. 
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Bildfil med suffix ”.png” Bild på kluster. 

assembly contigs.fasta Input till korrigering av 

assembly, eventuellt MLST och 

serotypning. 

 spades.log Loggfil. 

corrected_assembly pilon.fasta Input till MLST och 

serotypning. 

pilon.log Loggfil. 

downsampled_reads Olika namn. 1-4 filer med suffix 

”.fastq.gz”. 

Input till trimning. 

mlst sequence_type.txt Resultat av MLST, innehåller 

sekvenstyp och alleler. 

read_quality Olika namn. 1-4 filer med suffix 

”.html” 

Resultat av kvalitetskontroll. 

serotype blast_result.txt Identifierade serotyp-lokus. 

serotype.txt Resultat av serotypning. 

SNP_analysis all_calls.vcf Input till klustring. Användbar 

för kontroll av SNP:ar efter 

klustring. 

 exclude_sites.vcf Input till klustring. 

 genotype_likelihoods.vcf Användbar för kontroll av 

SNP:ar efter klustring. 

 mapped_to_reference_sorted.bam Användbar för kontroll av 

SNP:ar efter klustring. 

 SNP_positions.tsv Input till klustring. 

 variant_calls.vcf Input till klustring. 

species_classification final_classification.txt Resultat av klassificering. 

report.tsv Visar alla arter som hittas i 

provet. Användbar om man 

misstänker kontaminering. 
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Appendix C – Uppdatering av MLST databas 

Instruktionerna och skripten som används för att uppdatera MLST-databasen har anpassats 

från de som finns tillgängliga på https://github.com/tseemann/mlst.  
 

1. Öppna mappen C:/Pipeline/Data/mlst_db. 

2. Byt namn på mappen ”pubmlst” till exempelvis ”pubmlst_old”. 

3. Starta skriptet mlst-download_pub_mlst med kommandot 

”/mnt/c/Pipeline/Data/mlst_db/mlst-download_pub_mlst | bash”. 

4. Kontrollera att det har skapats en ny mapp med namnet ”pubmlst” som innehåller 

mappar för olika bakterier. 

5. Starta skriptet mlst-make_blast_db med kommandot 

”/mnt/c/Pipeline/Data/mlst_db/mlst-make_blast_db | bash” (det kommer dyka upp 

varningar i kommandotolken). 

6. Kontrollera att mappen ”blast” innehåller nio filer med namn som börjar med 

”mlst.fa”. 

Appendix D – Program och paket 

Tabell A3. Bioinformatiska program som används av pipelinen. 

Program Version 

Seqtk 1.3 

Trimmomatic 0.38 

FastQC 0.11.8 

Kraken2 2.0.7-beta 

SPAdes 3.11.1 

Bowtie2 2.3.4.3 

SAMtools 1.9 

Pilon 1.23 

mlst 2.16.1 

https://github.com/tseemann/mlst
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BLAST+ 2.7.1+ 

BCFtools 1.9 

 

Tabell A4. Pythonpaket utanför standardbiblioteket som används av pipelinen. 

Paket Version 

numpy 1.15.4 

scipy 1.2.1 

 

Appendix E – Programkommandon 

Tabell A5. Terminalkommandon som används i typnings- och SNP-analys-pipelinen. 

Syfte Kommando 

Nedsampling - MiSeq (Kör 

en gång per fastq-fil) 

seqtk sample -s SEED INPUT_FILE 600000 | gzip -c > OUTPUT_FILE 

Nedsampling - IonTorrent seqtk sample -s SEED INPUT_FILE 1000000 | gzip -c > OUTPUT_FILE 

Trimning - MiSeq trimmomatic PE -threads 4 -summary SUMMARY_FILE -basein 

INPUT_FILE -baseout OUTPUT_FILE ILLUMINACLIP:NexteraPE- 

PE.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:40 

Trimning - IonTorrent trimmomatic SE -threads 4 -summary SUMMARY_FILE INPUT_FILE 

OUTPUT_FILE SLIDINGWINDOW:4:15 LEADING:30 TRAILING:30 

MINLEN:40 

Kvalitetskontroll (Hanterar 

flera inputfiler samtidigt) 

fastqc -t 4 -quiet -o OUTPUT_DIR INPUT_FILE(S) 

Artbestämning - MiSeq kraken2 --db DB_PATH --paired --gzip-compressed --threads 4 --report 

REPORT_FILE --output OUTPUT_FILE INPUT_FILE_1P 

INPUT_FILE_2P 

Artbestämning - IonTorrent kraken2 --db DB_PATH --gzip-compressed --threads 4 --report 

REPORT_FILE --output OUTPUT_FILE INPUT_FILE 

Assembly - MiSeq spades.py -o OUTPUT_DIR -t 4 -1 INPUT_FILE_1P -2 

INPUT_FILE_2P -s INPUT_FILE_1U -s INPUT_FILE_2U 

Assembly - IonTorrent spades.py -o OUTPUT_DIR -t 4 -s INPUT_FILE 
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Indexering av assembly bowtie2-build INPUT_FILE OUTPUT_FILE 

Aligna reads - MiSeq bowtie2 --local --threads 4 -x REFERENCE_FILE -1 INPUT_FILE_1P - 

2 INPUT_FILE_2P -S OUTPUT_FILE 

Aligna reads - IonTorrent bowtie2 --local --threads 4 -x REFERENCE_FILE -U INPUT_FILE_1P -

S OUTPUT_FILE 

Konvertering SAM till 

BAM 

samtools view -b -@ 4 -o OUTPUT_FILE INPUT_FILE 

Sortering av BAM samtools sort -@ 4 -o OUTPUT_FILE INPUT_FILE 

Indexering av sorterad 

BAM 

samtools index -@ 4 INPUT_FILE 

Korrigering av assembly - 

MiSeq 

pilon --genome REFERENCE_FILE --frags INPUT_FILE --outdir 

OUTPUT_DIR 

Korrigering av assembly - 

IonTorrent 

pilon --genome REFERENCE_FILE --unpaired INPUT_FILE --outdir 

OUTPUT_DIR 

MLST mlst --scheme SCHEME INPUT_FILE > OUTPUT_FILE 

Skapa BLAST databas makeblastdb -in INPUT_FILE -dbtype nucl -out OUTPUT_FILE 

Serotype BLAST blastn -db DATABASE -query SEROTYPE_LOCI -out OUTPUT_FILE 

-outfmt ”6 qseqid evalue length pident” 

Beräkning av alignment 

täckning 

samtools depth INPUT_FILE | awk ’{sum+=$3} END {print sum/NR}’ 

Beräkning av genotyp-

sannolikheter 

bcftools mpileup -f REFERENCE_FILE -o OUTPUT_FILE --threads 4 

INPUT_FILE 

Konsensus-sekvens bcftools call --threads 4 -m -Ov --ploidy 1 -o OUTPUT_FILE 

INPUT_FILE 

Hitta indels bcftools call --threads 4 -m -Ov -V ”snps” --ploidy 1 -o OUTPUT_FILE 

INPUT_FILE 

Hitta osäkra baser bcftools view -i ’(TYPE=”snp” && QUAL<100) || (TYPE=”ref” && 

QUAL<50) || GT~”\.” || DP<MIN_COV || DP>MAX_COV’ -Ov -o 

OUTPUT_FILE INPUT_FILE 

Hitta SNP:ar. (MIN_COV 

och MAX_COV beror på 

medeltäckning.) 

bcftools view -i ’QUAL>=100 && GT=”alt” && DP>=MIN_COV && 

DP<=MAX_COV’ 

Slå samman indels och 

osäkra baser 

bcftools concat --threads -Ov -o OUTPUT_FILE INDEL_FILE 

BAD_BASE_FILE 
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Tabell A6. Terminalkommandon som används i klustrings-pipelinen. 

Syfte Kommando 

Hitta referens i VCF bcftools view -h INPUT_FILE | grep ”^##reference=” 

Hitta längd av 

referensgenom i VCF 

tail -1 INPUT_FILE | awk ’{print $2}’ 

 


