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Abstract

BaclL - A Bioinformatic Pipeline for Analysis of
Bacterial Isolates

Emma Ostlund

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 BaclL - 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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Popularvetenskaplig sammanfattning

Listeria monocytogenes och Campylobacter spp. &r bakterier som finns naturligt i miljon respektive
i mag-tarmkanalen hos djur. Eftersom de ar zoonoser, det vill sdga bakterier som kan dverforas
mellan djur och ménniskor, kan de infektera manniskor och orsaka sjukdom. En vanlig smittkalla
ar livsmedel, exempelvis kyckling som bar pd Campylobacter eller sallat férorenad med Listeria.

For att undvika att personer blir smittade ar det viktigt att livsmedel med hog risk att innehalla
bakterierna produceras och hanteras pa ett korrekt satt. Man kan ocksa regelbundet ta prover fran
produktionsanlaggningar och livsmedel for att detektera nérvaron av bakterier. Om det sker ett
utbrott av listerios eller campylobacterios, sjukdomarna som orsakas av Listeria respektive
Campylobacter, ar det dven viktigt att forsoka spara kallan till utbrottet sa den kan atgardas.

Livsmedelsverket &r den myndighet som ansvarar for livsmedelsékerheten i Sverige. De utfor bland
annat kartlaggningar, dar man tar manga prover fran produktionsanlaggningar och livsmedel i syfte
att kartlagga forekomsten av en viss bakterie, samt vid utbrottsutredningar, dar man forsoker
bestdmma kallor och orsaker till utbrott.

Ett av verktygen for att analysera och jamfora bakterieprover ar genom bioinformatisk analys.
Bioinformatik &r ett omrade som innefattar all datorbaserad analys av biologisk data. For
Livsmedelsverkets kartlaggningar och utbrottsutredningar anvands bioinformatiska analyser for att
karaktérisera och jamfora bakterieprover. Proverna sekvenseras forst med ett
sekvenseringsinstrument som Gversétter bakteriegenomens DNA-sekvens till data, som sedan kan
analyseras for att ta reda pa epidemiologiskt intressanta karaktarer som serotyp och sekvenstyp.
Serotyper och sekvenstyper ar intressanta eftersom de delar in bakterier av samma art i mindre
undergrupper vilket ger en idé om vilka bakterieprover som kan vara néra beslaktade.

For att se hur nara beslaktade bakterierna ar maste man gora fler analyser. Metoden som anvandes i
det har projektet & SNP-analys (Single Nucleotide Polymorphism, punktmutation), dar man hittar
baser i DNA-sekvenserna som skiljer sig at mellan proverna. Det ar en véldigt hogupplost metod
eftersom man kan rakna alla individuella mutationer som skiljer prover at. Mellan prover som ar
valdigt narbeslaktade, till exempel prover inom samma utbrott, gar det oftast bara att identifiera ett
fatal eller inga mutationer alls.

For att kunna gora serotypning, sekvenstypning och SNP-analys pa ett prov maste man forst
behandla sekvensdatan med andra analyser. Bland annat maste man kontrollera kvalitén av datan
och sétta ihop de sekvens-fragment man far under sekvenseringen till ett helt genom. Detta kréaver
manga olika program, analyserna tar lang tid och man maste anpassa sig efter
sekvenseringsteknologin som anvants.



Malet med det hér projektet var att utveckla en pipeline som gora alla dessa analyssteg automatiskt
for prov av Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, C. coli och C. lari. En pipeline &r ett
automatiskt arbetsflode som bestar av flera program dar output fran ett program anvéands som input
till ett annat program. Resultatet ar BaclL - Bacterial Identification and Linkage (Bakteriell
identifiering och lankning). BaclL ar en pipeline uppdelad i tva skript som tillsammans utfor mer
an tio olika steg. Det forsta skriptet berdknar kvalitetsmatt, bestammer serotyp och sekvenstyp och
utfor SNP-analys pa sekvensdata fran en MiSeq (Illumina) eller lonTorrent (ThermoFisher)
sekvenserare. Det andra skriptet skapar kluster baserat pa resultaten av flera provers SNP-analyser.
I klustren kan man se vilka prover som troligtvis ar nara besléaktade och kan anvéndas for att dra
slutsatser i kartlaggningar och utbrottsutredningar.
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Forkortningar och forklaringar

BAM

cgMLST

core-genom

FASTA

FASTQ

HiSeq

indel

lon Torrent
k-mer
MiSeq
MLST
MLVA
MST

NCBI

PCR

PE

PFGE

Binary Alignment/Map; komprimerad version av SAM-formatet. BCF
Binary Call Format; komprimerad version av VCF-formatet.

core-genom MLST; MLST som gors med alla gemensamma gener for en
bakterieart.

delar av bakteriegenom som ar gemensamt for alla bakterier i en grupp,
exempelvis en art.

filformat for sekvensdata.

filformat for sekvensdata med kvalitetsvérdet enligt Phred-systemet. FOHM
Folkhalsomyndigheten

sekvenseringsinstrument utvecklat av Illumina.

insertion-deletion; en nukleotid som har lagts till (insertion) eller tagits bort
(deletion) jamfort med referenssekvensen.

sekvenseringsinstrument utvecklat av Thermo Fisher.

en bit sekvens som &r k baser lang.
sekvenseringsinstrument utvecklat av Illumina.
multilokus-sekvenstypning (MultiLocus Sequence Typing)
MultiLocus Variable number tandem repeat Analysis
minimalt uppspannande trad (Minimum Spanning Tree)

National Center for Biotechnology Information; en del av United States
National Library of Medicine som underhaller en mangd databaser med bland
annat DNA sekvenser.

Polymerase Chain Reaction; en metod for att amplifiera (kopiera) DNA-
fragment.

Paired End; en sekvenseringsteknik d&r par av reads skapas genom att samma
DNA fragment sekvenseras fran bada andarna.

pulsféaltgelelektrofores (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)



Phred

read

SAM

SciLifeLab

SNP

ST

SVA

VCF

kvalitetsvérde pa sekvenserade baser. Exempelvis motsvarar Phred 10 90 %
noggrannhet och Phred 20 99 % noggrannhet.

sekvenserat DNA-fragment.
Sequence Alignment/Map; filformat for sekvenser alignade till en referens.

Science for Life Laboratory; nationellt center som bedriver forskning och utfér
analyser inom molekylarbiologi och bioteknik.

punktmutation (Single Nucleotide Polymorphism); en bas som ar annorlunda an
den pd motsvarande plats i referenssekvensen.

sekvenstyp; bestdims med MLST.
Sveriges Veterindrmedicinska Anstalt

Variant Call Format; filformat for variationer i DNA-sekvenser. WGS
helgenomsekvensering (Whole-Genome Sequencing)



1 Inledning

Listeria monocytogenes och flera arter av Campylobacter ar bakterier som kan orsaka
sjukdom hos ménniskor. Dessa bakterier finns naturligt i miljon eller hos djur, dér de inte gor
nagon skada. Bada bakterierna ar zoonotiska, det vill sdga de kan 6verforas mellan djur och
manniskor och kan dessutom orsaka allvarlig sjukdom.

Infektion av L. monocytogenes, kallat listerios, ar ovanligt men kan vara livshotande for
personer inom hogriskgrupper sdsom aldre och personer med nedsatt immunférsvar. For dem
kan dddligheten vara mellan 20 och 30 procent. Eftersom L. monocytogenes forekommer
naturligt i miljon kan den aterfinnas i en mangd olika livsmedel. Vanligast &r dock att man
blir smittad av livsmedel som inte upphettas innan konsumtion eftersom bakterien dor vid
temperaturer 6ver 70°C [1].

Campylobacter férekommer naturligt i tarmsystemet hos faglar och daggdjur. I livsmedel
hittar man framst bakterien i fjaderfakott, sisom kyckling, men den kan ocksa finnas i
exempelvis andra typer av kott, opastoriserad mjolk och férorenat dricksvatten. Arten C.
jejuni ger upphov till de flesta infektioner hos méanniskor. Andra arter som associeras med
livsmedelsburen sjukdom ar C. coli och i viss man C. lari och C. upsaliensis. En infektion
med Campylobacter &r sdllan livshotande men symtomen kan vara kraftiga [2].

Exponering mot Listeria och Campylobacter sker frdmst via kontaminerade livsmedel och det
ar darfor viktigt att de féretag som producerar livsmedel med hog risk for kontamination
regelbundet tar prover och analyserar forekomsten av dessa bakterier. Nar en analys visar
positivt dr det ocksa anvandbart att kunna spara var och nar kontaminationen har skett, och
om man har hittat samma stam av bakterier vid tidigare provtagningar fran samma eller annan
plats. Darfor testar man inte bara livsmedel utan ocksa ytor pa produktionsanlaggningar.
Smittsparning ar ocksa viktigt nar ett utbrott sker med L. monocytogenes eller Campylobacter
sd att kontaminerade livsmedel snabbt kan tas bort fran marknaden och orsaken till
kontamineringen atgardas.

For att kunna koppla ihop olika bakterieisolat behdver man en metod for att karaktérisera
(typa) och jamfdéra isolaten. Numera ar helgenomsekvensering (WGS, Whole Genome
Sequencing) den mest informativa metoden. WGS innebar att man extraherar allt DNA fran
bakterierna och sekvenserar hela genomet sa att man kan analysera DNA-sekvensen. Utifran
en bakteries genom kan man med hjalp av bioinformatiska analyser till exempel bestdmma
dess art, sekvenstyp och vilka gener for antibiotikaresistens som den eventuellt bér pa. Det gar
ocksa att jamfora bakteriers DNA-sekvenser for att bestimma om de ar narbesléktade eller
inte. Dock finns det manga olika sétt att utfora dessa analyser med respektive for- och
nackdelar, och eftersom bioinformatik &r ett relativt nytt falt under snabb utveckling finns det
inga standardiserade analyser.



Fran sekvensering av ett bakterieisolat till en fardig slaktskapsanalys kravs det manga
analyssteg. DNA-sekvenserna maste kvalitetskontrolleras, pusslas ihop till hela genom (kallat
assembly av genom) och jamforas med varandra. Det finns en stor variation i hur dessa steg
utfors och for att implementera bioinformatiska analyser i epidemiologiska studier krévs det
noggrann utvérdering av existerande metoder och analys-pipelines.

Pa Livsmedelsverket utfors epidemiologiska smittsparningar nar sjukdomsframkallande
bakterier upptécks i livsmedel i Sverige. For att hitta dessa bakterier gor man regelbundna
kontroller och kartlaggningar, och ibland sker det utbrott orsakat av kontaminerade livsmedel
som man da utreder. Livsmedelsverket samarbetar ofta med Folkhalsomyndigheten (FOHM)
och Sveriges Veterindrmedicinska Anstalt (SVA) vid utredningar. N&r bakterieisolat ska
sekvenseras och analyseras skickas de till FOHM eller SciLifeLab, men malet med detta
projekt ar att utveckla en pipeline sa att Livsmedelsverket kan utféra egna bioinformatiska
analyser av sekvensdata.

2 Teoretisk bakgrund

2.1 Campylobacter spp.

Campylobacter forokar sig inte i livsmedel eftersom bakterien normalt bara kan véxa i
temperaturer 6ver rumstemperatur pa grund av sin anpassning till miljon i mag-tarmkanalen
hos djur och manniskor. Mangden Campylobacter i ett livsmedel minskar starkt vid
infrysning [3] och upphettning, till exempel vid tillagning av livsmedel, men eftersom
infektionsdosen ar 1ag kan dalig upphettning eller korskontaminering leda till infektion trots
att bakterien inte forokar sig i livsmedel [2].

Ett Campylobacter-genom innehaller ett par miljoner nukleotider (baser), och den exakta
genomstorleken varierar mellan stammar. Under en infektion kan nagra av baserna i genomet
forandras pa grund av anpassning till vardorganismen och slumpmassiga mutationer. Detta
kan ske pa valdigt kort tid, s& isolat som &r valdigt narbeslaktade kan ha en skillnad pa nagra
SNP:ar (punktmutation, single nucleotide polymorphism) och indels (insertion-deletion). Ju
langre tid som har gatt sedan bakterierna skildes at desto fler skillnader kan uppsta mellan
dem, men bara till en viss grans eftersom mutationer begransas av selektion. For C. jejuni sker
relativt f& mutationer nar den passerar genom en vérd [4] men antalet varierar fran fall till fall.

2.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ar en grampositiv sjukdomsframkallande bakterie som kan orsaka
svar sjukdom. Bakterien kan foroka sig i kylskapstemperatur ner till 0°C, och 6verlever aven i
minusgrader, men dor vid upphettning [5]. FOr personer med normalt immunfdrsvar ar risken
for att bli sjuk pa grund av kontaminerade livsmedel Iag, men for personer med nedsatt



immunforsvar ar risken hogre. Infektionsdosen beror pa hur motstandskraftig personen som
exponerats ar [1]. Precis som Campylobacter har Listeria ett genom som innehaller flera
miljoner baser, och det paverkas av mutationer pa samma sétt.

2.3 Epidemiologiska analyser pa Livsmedelsverket

Provtagning gors i samband med offentliga kontroller, kartlaggningar och utbrottsutredningar.
Vid en offentlig kontroll gors inte alltid provtagning eftersom huvudsyftet med kontrollen &r
att beddma om livsmedelslagstiftningen foljs [6], vilket inte nddvandigtvis kraver
provtagning.

Vid kartlaggningar utfors provtagning i syfte att analysera forekomsten och halterna av olika
halsofaror i livsmedel i en stérre geografisk skala, som inom en kommun eller hela landet. En
kartlaggning kan ocksa utféras som uppféljning av en tidigare kartlaggning, till exempel for
att understka spridningen av en viss patogen over tid. Innan kartlaggningen pabérjas gors en
plan for vilka livsmedel som ska provtas, vilka patogener eller andra halsofaror som ska
analyseras och vilket geografiskt omrade som ska innefattas i kartlaggningen. Antalet prover
som tas beror pa statistiska urval och tillgangliga resurser [7].

En utbrottsutredning utfors om tva eller flera personer drabbats av en sjukdom som misstanks
komma fran livsmedel eller dricksvatten [8]. Vid ett utbrott &r det viktigt att analysen av
prover sker snabbt sa att eventuella kontaminerade livsmedel kan tas bort fran marknaden.

Kartlaggningar och utbrottsutredningar staller olika krav pa den bioinformatiska analysen av
proverna. Under en kartlaggning inkommer manga prover som oftast analyseras under en
langre tidsperiod, och det finns séllan ett strikt tidskrav pa nar de ska sekvenseras och
analyseras bioinformatiskt. Under en utbrottsutredning inkommer oftast fa prover men dessa
maste analyseras snabbt.

Trots att syftena ar olika sa ar det 6nskade resultatet av de bioinformatiska analyserna
detsamma for bakterieisolat som hittats vid bade offentliga kontroller, kartlaggningar och
utbrottsanalyser: Man vill veta om proverna ar epidemiologiskt kopplade till andra prov fran
samma eller en tidigare utford undersokning.

2.4 Typningsmetoder

Syftet med att typa bakterieisolat ar att dela in dem i mindre undergrupper an art for att ge en
utgangspunkt for vidare slaktskapsanalyser. Isolat av samma typ ar mer sannolika att vara
narbeslaktade. Nagra vanligt forekommande metoder for typning ar pulsfaltgelelektrofores
(PFGE), serotypning, multilokus-sekvenstypning (MLST) och ”multilocus variable number
tandem repeat analysis” (MLVA). Den vanligaste typningsmetoden for Campylobacter spp. ar
MLST och for L. monocytogenes anvands ofta bade MLST och serotypning. Bade MLST och
serotypning kan utféras med WGS-baserade metoder.



24.1 MLST

MLST utvecklades innan WGS var tillgangligt. Tekniken innebar sekvensering av ett antal
specifika gener och bestamning av de alleler generna tillhor, vilket beror pa genernas exakta
sekvens. Kombinationen av alleler bestammer bakteriens sekvenstyp [9]. Vilka gener som
anvands beror pa vilken art av bakterie som ska typas. For L. monocytogenes anvands generna
abcZ, bglA, cat, dapE, dat, Idh och IhkA [10], for C. jejuni anvands generna aspA, ginA, gltA,
glyA, pgm, tkt och uncA [11] och for évriga arter av Campylobacter anvands generna aspA,
atpA, glnA, gltA, glyA, pgm och tkt [12].

Sekvenstyper kan vidare grupperas i klonalkomplex (clonal complex, CC) dar alla
sekvenstyper ar identiska i vanligtvis fem eller sex alleler. Klonalkomplex brukar namnges
efter den sekvenstyp som sannolikt &r grundaren till komplexet [13].

Eftersom det &r relativt snabbt och billigt att sekvensera hela genom har MLST utokats till
core-genom MLST (cgMLST). Vid cgMLST anvander man alla gener som ar gemensamma
mellan bakterier av samma art, vilket leder till att cgMLST ar béttre for klustring och
fylogenetisk analys &n vanlig MLST [14]. Alla MLST-metoder ger dock sdmre kluster &n
WGS-baserad SNP-analys [15]. Vanlig MLST ér fortfarande en praktisk och vélanvand
metod for att dela in bakterier av samma art i grova kategorier av slaktskap, och for att
screena storre mangder isolat for att bedéma vilka som kan vara intressanta for WGS-
baserade analyser.

Databaser med MLST- och cgMLST-alleler och sekvenstyper for 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 ar en metod som utvecklades for att skilja pa bakterier baserat pa vilka antigener
som finns pa utsidan av cellmembranet. Originalmetoden for serotypning &r baserat pa en
reaktion mellan antigenerna och en serie av antikroppar vilket delar in L. monocytogenes i
flera serotyper [17]. Numera anvénds ofta multiplex-PCR (Polymerase Chain Reaction) for
serotypning, dar fem lokus amplifieras med hjélp av PCR. Multiplex-PCR innebar att flera
lokus amplifieras i samma reaktion, till skillnad fran vanlig PCR dar endast ett lokus kan
amplifieras i en reaktion. Serotypen bestdms 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 6ver 70 procent av
alla listeriosfall i EU fran perioden 2010 — 2012 [19]. Nar serotyp bestams med PCR kallas
det for molekylér serotyp eller serogrupp och betecknas Ila, 11b, Ilc och IVb.

Molekylar serotypning gar ocksa att géra med WGS-data. Man anvander samma lokus som
vid PCR-baserad typning men de identifieras med dataanalys av genomet istéllet fér med
amplifiering av DNA:t. Metoden &r inte perfekt eftersom det kan vara svart att skilja mellan
isolat av serogrupperna lla och Ilc som ar néra besléktade [20], [21]. Om cgMLST (se rubrik



2.4.1 MLST) allel-profiler anvénds for serotypning istallet for de fem PCR-generna kan man
daremot fa lite battre resultat [20].

Serotypning ar en véletablerad metod, men for klustring av bakterieisolat har den dalig
upplosning. Eftersom nagra fa serotyper representerar majoriteten av listeriosfall racker det
inte med serotypning for att dra slutsatser om olika isolat ar relaterade eller gj.

2.5 Bioinformatik for epidemiologiska sparningsanalyser

Vid bioinformatiska analyser som utfors med syfte att anvandas for sparningsanalyser finns
det steg som &r nddvéndiga eller speciellt anvandbara att utfora. Dessa beskrivs har.

2.5.1 Sekvensering

| dagsléaget finns det inga sekvenseringstekniker som kan sekvensera ett helt bakteriegenom i
en sammanhangande lasning. Det finns tekniker som &r pa vég dit, exempelvis MinlON av
Oxford Nanopore som kan ge reads (en bit last sekvens) som &r dver 50 tusen baser langa
[22], men de tekniker som anvénds pa Livsmedelsverket, SVA och FOHM sekvenserar i
kortare reads. lonTorrent (Thermo Fisher) som anvands pa FOHM ger reads pa upp till 600
baser [23], och MiSeq (Illumina) som anvands pa Livsmedelsverket och SVA ger reads pa
upp till 300 baser [24].

Langden pa reads paverkar hur man behandlar datan nar man gor en assembly (se rubrik 2.5.5
Assembly). | regel har langre reads en hogre felfrekvens men de gor det lattare att reda ut
repetitiva regioner i genom, medan korta reads har en lagre felfrekvens men ar svarare att
pussla ihop pa rétt satt om det finns repetition. Svarigheterna med korta reads kan delvis
dverkommas med paired end (PE) sekvensering dar langre fragment sekvenseras fran bada
andarna vilket ger par av reads med ett forvantat avstand mellan dem. PE-sekvensering gor
det lattare att reda ut till exempel repetitiva regioner som annars ar svara att satta ihop under
assembly. Ett satt att kringga eventuella svarigheter ar att anvanda bade langa och korta reads,
men det kraver att man sekvenserar ett prov tva ganger med olika teknologier.

2.5.2 Kvalitetskontroller

For att forsakra sig om kvaliteten pa reads och assembly bor man gora kontroller. Vid en
kvalitetskontroll av reads vill man se att langden av dem ar som forvantat, att baserna har lasts
med hdg noggrannhet under sekvenseringen, att det inte finns sekvenser eller baser som &r
Overrepresenterade och att tillaggssekvenser som anvands under sekvenseringen har tagits
bort. Tilldggssekvenserna kan bland annat vara indexsekvenser som anvands for att markera
fragment som kommer fran samma prov, och adaptersekvenser som anvands for att fasta
fragmenten till en platta under sekvenseringen [25].

Noggrannheten av de l&sta baserna anges i Phred-skalan och bestdams i samband med att
sekvenseringsinstrumentets mjukvara 6versétter avlasta varden till sekvensdata. Hogre varden
indikerar hogre noggrannhet. En vanlig gréans for att behalla en bas for vidare analys &r ett



Phred-varde pa 20 (99 % noggrannhet) [21], [26], [27] men hogre varden anvénds ofta nar det
ar viktigt att undvika falska positiva resultat.

Ett kvalitetsmatt for alignment (se rubrik 2.5.4 Alignment) av reads till en referens ar
tackningen, det vill sdga hur manga reads som técker en given bas i referensen. Eftersom man
far olika tackning baserat pa hur mycket sekvensdata man har fatt fran sekvenseringen ar det
mest intressant att veta om tackningen pa en viss position skiljer sig mycket fran
medeltédckningen (exempelvis mindre &n 50 % eller mer an 200 % av medel) éver hela
referensen.

Nar man gor kvalitetskontroll av en assembly kan man kolla pa langden av contigs och
scaffolds, det vill sdga langden av fragmenten som skapats under assembly (se 2.5.5
Assembly). Vid en bra assembly finns det fa och langa contigs, som satts samman till langre
scaffolds. Antalet contigs racker dock inte for att avgdra kvaliteten pa assemblyn utan man
behover ocksa kolla pa tva matt som heter N50 och L50. N50 ar ett matt som visar langden pa
den contig sa att summan av langden pa denna och allalangre contigs motsvarar halften av
langden av assembly. L50 ar ett matt som visar det minsta antalet contigs sa att summan av
dem motsvarar hélften av langden av assembly. Tillsammans ger antalet contigs, N50 och

L50 ett matt pa hur bra assemblyn ar. Ett hogt varde pa N50 och lagt véarde pa L50 ar onskvart
eftersom det indikerar att assemblyn inte &r fragmenterad.

Slutligen ar en viktig kontroll att undersoka om det finns kontamination i sekvenserna. Vid
WGS av bakterieisolat forvantas varje prov innehalla sekvenser fran bara en klon, och for att
kontrollera detta kan man jamfora provets sekvensdata mot en databas med genom fran
manga olika bakteriestammar och andra organismer. Om en stor andel av sekvenserna
matchar mot en annan bakteriestam &n den véntade, eller en helt annan organism, kan det bero
pa att provet ar kontaminerat.

2.5.3 Trimning

Som beskrivet under rubrik 2.5.2 Kvalitetskontroller ovan anges ett Phred-varde for alla
sekvenserade baser och ju lagre vérdet ar desto osékrare &r det att den sekvenserade basen &r
korrekt. Darfor ska man trimma reads som har for manga baser med lag kvalitet. Trimningen
ar ocksa till for att ta bort adaptersekvenser som anvéands under sekvenseringen som annars
kan paverka assembly och alignment av reads (se rubriken nedan).

2.5.4 Alignment

En alignment innebér att man arrangerar tva eller flera sekvenser sa att positioner som ligger
pa samma stélle i genomen, det vill sdga regioner som delar en gemensam forfader, ligger
bredvid varandra. Det gor det mojligt att identifiera skillnader mellan sekvenserna som till
exempel SNP:ar och indels. | det har projektet anvénds alignment for att korrigera assemblyn
och for att hitta SNP:ar i ett prov jamfort med ett referensgenom. | bada fallen gérs alignment
mellan reads och ett genom.



2.5.5 Assembly

En assembly kan utféras med eller utan referenssekvens, och kallas i det senare fallet for en
de novo-assembly. Vid en referensguidad assembly alignas alla reads mot referensen varpa en
sammanhdngande konsensussekvens kan extraheras. Det &r den snabbare metoden for
assembly och den &r bra for att hitta SNP:ar och indels, men nackdelen r att eventuella
sekvenser som inte finns i referensgenomet inte kommer vara med i assemblyn.

Vid de novo-assembly anvénds ingen referens utan reads pusslas ihop med hjalp av att de
Overlappar och med stéd av PE-reads om den metoden for sekvensering har anvénts. De novo-
assembly &r bra for att upptdcka storre strukturella forandringar av genomet och &r nédvéndig
for att se gener i det nya genomet som saknas i ett referensgenom.

Vid assembly av hela genom med korta reads blir det séllan en enda sammanhangande
sekvens pa grund av till exempel repetitiva regioner som ar svara att satta samman korrekt
[28]. Istallet sétts reads ihop till sammanhé&ngande segment som kallas contigs, som sedan
laggs i rétt ordning med hjalp av bland annat PE-information till scaffolds. | bésta fall
representerar en scaffold den faktiska DNA-molekylen, det vill séga ett helt bakteriegenom,
en plasmid eller en kromosom beroende pa vad som har sekvenserats.

2.5.6 Typning
Hur man typar bakterier beror pa art och syfte. De metoder som anvants for det har projektet
ar beskrivna under rubrik 2.4 Typningsmetoder.

2.5.7 Klustring

Klustring kan goras pd manga olika satt. Livsmedelsverket vill i forsta hand kunna sérskilja
isolat som ar nérbesléktade, det vill sdga fylogenetiska analyser som visar relationer mellan
mer avldgsna sléktingar ar inte av intresse. Se rubrik 5.2 Val av sléktskapsanalys for klustring
for mer information om olika klustringsmetoder. For det hér projektet valdes SNP-analys.

Resultaten av en klustring kan illustreras som ett trdd, som en graf med sammankopplade
punkter som bestar av ett eller flera isolat eller som punkter i ett koordinatsystem om det finns
flera variabler som separerar isolaten. Malet med visualiseringen ar att den innehaller all
information som behdvs for att dra slutsatser om sléktskap och att den samtidigt ar enkel att
tolka.

2.6 Bioinformatiska analyser pA FOHM

I nulaget utfors manga av Livsmedelsverkets sekvenseringar och bioinformatiska analyser av
FOHM. FOHM utfor sekvenseringar med en lonTorrent (Thermo Fisher) och analyserar datan
med egen mjukvara som automatiskt producerar en rapport for varje analyserat prov och
bilder pa kluster (se exempel i Figur 1).



Campylobacter_jejuni ST21. Recombination dist = 500. Min coverage = 10. Min fraction = 90.0. Core genome = 95,40%

S22+222H

C4018
18518
c119.18

Figur 1. Exempel pa klusterbild skapad av FOHM. I bildens titel anges namnet pa klustret, rekombinationsavstandet
som anvants, lagsta coverage som tillats fér en SNP, minsta fraktion av baser som maste stamma éverens for en SNP
och hur stor andel av core-genomet som &r gemensamt mellan proverna. Prov som ligger i samma nod har ett avstand
pa noll SNP:ar och rekombinationer. Pa grenarna anges avstand mellan prov i antal SNP:ar plus antal
rekombinationer (R). Bilden anvands med tillatelse av FOHM.

For L. monocytogenes bestdms art, serotyp och sekvenstyp. Fér Campylobacter spp. bestams
art och sekvenstyp. FOHM:s rapporter visar vilka sekvenstyper som skiljer fran den
sekvenstyp som har bestamts for provet med endast en allel. De visar ocksa om det finns
baser i MLST-allelerna som ér tvetydiga, det vill sdiga om 6ver 10 % av baserna som alignats

till samma position &r annorlunda &n majoriteten.

Rapporten innehaller ocksa information om kvaliteten av assembly och typning. Exempel pa
statistik som rapporteras ar antal reads som producerats under sekvenseringen, tdckning for
hela genomet och tdckning for MLST- och serotyp-lokus.
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3 Metod

For det har projektet har en pipeline utvecklats som anvander sig av flera bioinformatiska
program. Terminologin ”pipeline” syftar pa att det finns flera element, i det hér fallet
bioinformatiska program, som féljer pa varandra dar output fran ett program anvands som
input till ett annat.

3.1 Om radata

Pipelinen kan hantera radata fran lonTorrent- och MiSeq-sekvenseringsinstrument. Beroende
pa tekniken som anvants har datan olika struktur vilket paverkar hur vissa steg i pipelinen
utfors.

Eftersom MiSeq anvéander sig av PE sekvensering bestar data som kommer fran en MiSeq av
tva gzip-komprimerade filer med sekvensdata i fastg-format. De tva filerna innehaller en
forward- respektive reverse-read (forward-reads harstammar fran sekvensering fran 5’-dnden
och reverse-reads som hdrstammar fran sekvensering fran 3’-dnden av samma DNA-
fragment) fran varje read-par. Langden pa reads kan vara upp till 300 baser beroende pa antal
valda cykler vid starten av sekvenseringen. Pipelinen &r anpassad for en read-langd pa 250
baser.

Data fran lonTorrent bestar av en gzip-komprimerad fil i fastq-format. Den innehaller reads
som ar 300 baser langa.

3.1.1 Hantering av data

Alternativ pa program i pipelinen som kraver att data laddas upp pa servrar utanfor
Livsmedelsverket uteslots. Detta for att undvika att potentiellt kanslig data och metadata kan
ses av ndgon utomstaende, men ocksa for att det gor det lattare att bygga en sammanhangande
pipeline. Det finns ocksa en risk att onlinetjanster tas off-line.

3.2 Verktyg

Pipelinen é&r till storst del gjord i spraket Python 3.7 [29] med hjalp av PyCharm [30]. Bilder
av kluster genereras med ett skript i R [31] som skrevs med hjalp av RStudio version 1.2 [32].
Pipelinen &r gjord for anvandning i operativsystemet Ubuntu 18.04 [33] men kan &ven
fungera med andra Linux-baserade operativsystem, det ar dock inte testat.

For mer information om vilka bioinformatiska program och paket som anvénts se Appendix
D. For att se de exakta kommandon som anvénds av pipelinen for att starta programmen se
Appendix E.
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4 Pipeline

Pipelinens namn dr BaclL - Bacterial Identification and Linkage (bakteriell identifiering och
lankning) eftersom den anvands for att identifiera och lanka proverna som analyseras.

BaclL ar uppdelad i tva separata skript. Det forsta skriptet gor typning och hittar SNP:ar
utifran en referenssekvens (se i Figur 2). Det andra skriptet jamfor SNP:ar mellan prover,
hittar rekombinationer och skapar en bild med ett trad som visar avstanden mellan proverna
(se Figur 3). Anledningen for uppdelningen &r att man ska kunna géra klustring flera ganger,
till exempel med olika prover, utan att behéva géra om typning och SNP-analys som &r
tidskravande.

Typning

Nedsampling )—P@'—b Kvalitetskontroll )—bArtbestémning

Assembly Korrigering av assembly H MLST Serotypning

SNP-analys

Val av referensgenom HAlignment Exkludera osakra baser

Hitta SNP:ar

Figur 2. Stegen som utfors av skriptet som gér typning och SNP-analys. Bl& 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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Rakna SNP:ar
Exkludera SNP:ar H och g Skapa kluster

rekombinationer

1

Visualisera kluster

Figur 3. Stegen som utfdrs av skriptet som gor klustring. Dessa steg beskrivs under rubrik 4.3 Klustring.

For det har projektet har inte de specifika programmen som anvénds av pipelinen undersokts
sa djupt eftersom det i manga fall gar att fa anvandbara resultat oavsett vilka program som
anvants [28], [34], [35]. De kriterier programmen valdes efter var anvandarvénlighet och
vilken statistik de rapporterade.

4.1 Typning

Det forsta skriptet i pipelinen utfér analysen av individuella prover. Stegen som utfors ar, i
ordning, nedsampling av radata, trimning, kvalitetskontroll, artbestamning, assembly,
korrigering av assembly, MLST, serotypning och SNP-analys. SNP-analysen bestar av flera
steg och beskrivs darfor under en egen rubrik.

4.1.1 Start

Input till den forsta delen av pipelinen kan besta av ett eller flera prov. Det gar bra att blanda
prov med olika arter av bakterier och prov som sekvenserats med MiSeq eller lonTorrent. Om
en liknande teknik har anvants, till exempel HiSeq (Illumina), kan de proverna ocksa
inkluderas men analysen &r inte optimerad for dem.

Anvéndaren kan valja vilka steg i pipelinen som ska utféras. Syftet med det &r att kunna
fortsatta en analys som av nagon anledning har avbrutits. Om en analys startas fran ett annat
steg &n det forsta steget (nedsampling) kommer inte hela den sammanfattande rapporten fyllas
i automatiskt. Da kan man manuellt fylla i de tomma falten med hjélp av analysloggen och
resultatfilerna som skapats under analysen.

Nar pipelinen startas kontrolleras det om det redan finns mappar med resultat for nagot av
stegen. Anvandaren far valja om dessa filer ska tas bort och analysen goras pa nytt eller om
analysen ska avbrytas.

4.1.2 Nedsampling
Det forsta steget ar nedsampling. Syftet med detta ar att minska mangden data som gar vidare
i analysen for att spara tid och for att undvika en samre assembly pa grund av for stor mangd
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data. For att gora detta anvands programmet Seqtk [36] som slumpmassigt véljer ett antal
reads fran filerna med radata. Antalet reads som véljs beraknades enligt

Genomstorlek x Tackning

Read — langd = Antal reads

En genomstorlek pa 3 miljoner baspar och tackning pa 100 anvénds for alla prov.
Genomstoreken valdes som en uppskattning av storleken pa de storsta bakteriegenomen som
pipelinen ska hantera, och en tackning pa 100 valdes eftersom det bor ge lagom mycket data
for att gora en bra assembly och for att hitta SNP:ar senare i analysen (baserat pa erfarenhet
och rad fran SVA och FOHM).

For prov som sekvenserats med lonTorrent anvands en read-langd pa 300 baser. For prov som
sekvenserats med MiSeq anvands en read-langd pa 500 baser eftersom varje read-par
innehaller tva reads pa 250 baser.

4.1.3 Trimning

For att trimma reads anvands Trimmomatic [37] eftersom det ar ett populart och flexibelt
program. Input till programmet ar fastg-filerna med nedsamplade reads fran det foregaende
steget, eller originalfilerna om ingen nedsampling var nédvandig.

For reads fran MiSeq trimmas eventuella adaptrar som &r kvar fran prepareringen av DNA:t.
Sedan trimmas baser med lag kvalitet och sist kastas alla reads som &r for korta. Trimmade
reads sparas i fyra fastg-filer; tva med forward- och reverse-reads och tva med reads dar
endast forward- respektive reverse-halvan av read-paret klarade trimningen.

For reads fran lonTorrent trimmas forst baser med lag kvalitet pa samma satt som for MiSeq,
sedan gors en striktare kvalitetstrimning pa baser i borjan och slutet av varje read eftersom
kvaliteten tenderar att vara samre i andarna. Sist kastas alla reads som &r for korta. Trimmade
reads sparas i en fastg-fil.

4.1.4 Kvalitetskontroll

For kvalitetskontroll av reads valdes programmet FastQC [38], eftersom det &r ett populart
och lattanvant program som rapporterar manga kvalitetsmatt. Input ar fastg-filerna med
trimmade reads som skapades i det foregaende steget. FastQC skapar en HTML-fil med
figurer och text som sammanstéller kvalitetsmatten. Eventuella varningar for misslyckade
kontroller skrivs dven ut i pipelinens logg.

4.1.5 Artbestamning

For att artbestdmma ett prov anvands Kraken2 [39] som anvéander k-merer (korta segment
med k antal baser) for att matcha provets sekvenser mot en databas av genom fran olika
organismer. FOr MiSeg-prover ar input endast de tva filerna med parade reads och
programmet kors med parametern “paired”. For IonTorrent &r input filen med trimmade reads
och programmet kors 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 an 80 % av provet skrivs det ut en varning eftersom det kan bero pa att provet ar
kontaminerat. Varningen rekommenderar att man manuellt kollar i klassificeringsresultatet
eftersom man dar kan se alla organismer som hittades i provet.

Den slutgiltiga artbestamningen av provet anvands for att valja schema for MLST, bestdimma
om serotypning ska goras och for att vélja referens till SNP-analysen.

4.1.6 Assembly

For de novo-assembly valdes SPAdes [40]. Ett annat bra alternativ ar Velvet [41], men det
valdes bort eftersom Velvet assemblern &r uppdelad i flera separata steg till skillnad fran
SPAdes som gor hela assembly-processen med ett kommando.

Input till SPAdes ar alla filer med trimmade reads, dvs. fyra filer fér MiSeqg-data och en fil for
lonTorrent-data. SPAdes kors med default parametrar i bada fallen. Output ar en fasta-fil med
sekvensen av provets assembly i scaffolds.

4.1.7 Korrigering av assembly

For att korrigera assemblyn gors en alignment mellan provets trimmade reads och assemblyn
som skapades av SPAdes. Alignment gors med Bowtie2 [42]. Sedan anvénds Pilon [43] for
att korrigera fel, som oftast bestar av enstaka baser och indels.

For MiSeq-prover alignas bara reads i par, dvs. inte reads dar ena halvan av paret togs bort
under trimningen. Det ar for att Pilon bara kan hantera parade eller oparade reads, inte bada
sorterna samtidigt. Att utesluta oparade reads gor att man forlorar lite data men de brukar
utgora en valdigt liten andel av alla reads (~ 2-4 %) sa resultatet paverkas inte.

For bade MiSeg- och lonTorrent-prover gors lokal alignment med noggrannheten pa
instéllningen “’sensitive” i Bowtie2. Lokal alignment valdes for att maximera mangden
sekvenser som alignas. Vid lokal alignment kan reads alignas aven om en del av dem inte
matchar till referensen, vilket betyder att till exempel chiméra reads (reads som harstammar
fran flera delar av genomet som satts samman av misstag under sekvenseringen) kan
anvandas. Nackdelen med detta ar att man kan hitta felaktiga SNP:ar om genordningen skiljer
mellan referensen och provet eftersom reads som ligger pa gransen mellan generna kommer
se ut som chimérer och alignas till fel stélle i referensen. Output av Bowtie2 &r en fil i SAM-
format (Sequence Alignment/Map format) som beskriver hur alla reads ar alignade till
assemblyn.

Pilon kors med default parametrar. Output av Pilon ar en fasta-fil med den korrigerade
sekvensen av assemblyn. Loggen med korrigeringarna som Pilon gor sparas i en textfil.
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4.1.8 MLST

MLST gors med programmet mlst [44] som anvander MLST-scheman fran databasen
PUubMLST [45], [16]. Vilket schema som anvands baseras pa bakteriearten som provet
klassificerades som i artbestdmningssteget. Input ar den korrigerade assemblyn eller en icke
korrigerad assembly om det steget valdes bort fran analysen.

Programmet mist anvander BLAST+ [46] for att hitta MLST-alleler. Resultatet av typningen
ar en rapport som visar vilka alleler som hittades och vilken sekvenstyp provet tillhér, om den
kunde bestdimmas. Om sekvenstypen inte kunde bestdmmas betecknas den i rapporten med ett
bindestreck.

4.1.9 Serotypning

Serotypning av L. monocytogenes gors med BLAST+ [46] som anvands for att hitta serotyp-
specifika lokus Imo0737, Imo1118, ORF2110, ORF2819 och prs. Serotypen bestdms sedan
utifran vilka gener som ar narvarande i provet med hjalp av ett schema [18], se Tabell 1.
Generna maste inte vara identiska med referensgenerna. Langden och den procentuella
identiteten med referensgenerna skrivs ut i den sammanfattande rapporten for varje prov.

Tabell 1. Bestdimningsschema for serotyper av Listeria monocytogenes. + indikerar narvaro av lokus i genomet och -
indikerar franvaro.

Serotyp Imo0737 Imo1118 ORF2110 ORF2819 prs
lla + - - = +
b - - - + +
lic + + - - +
Vb - - + + +

Input till serotypningen &r en korrigerad assembly eller en icke korrigerad assembly om det
steget valdes bort fran analysen. En BLAST-databas skapas av assemblyn innan sokningen.
Resultatet ar 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 for varje prov som i Figur 4 nedan.

Sample name Listeria_exempel

Analysis start 2019-05-20 11:14

Input files .../Test/Listeria/Listeria_exempel

Downsampling No downsampling. Input file contained 387953 reads.

SPECIES CLASSIFICATION
Species Listeria monocytogenes
Matching sequence % 95.99

ASSEMBLY STATISTICS

Assembly contigs 21

Assembly N50 524817

Assembly L50 3

MLST RESULTS

Sequence type 14

Alleles abcZ(8) bgl(6) cat(13) dapE(6) dat(5) Idh(2)

SEROTYPE RESULTS

Serotype lia

locus length (nt) identity %
prs 983 97.05
Imo0737 933 100.00

VARIANT CALLING STATISTICS

Reference .../reference_genomes/Listeria_reference.fna
Depth of coverage 26
Mapped reads % 93.68

Figur 4. Exempel pa rapport for ett Listeriaprov sekvenserat med lonTorrent. Fér Campylobacterprov anvands inte
sektionen om serotyp. Rapporten ovan &r formaterad i Microsoft Excel 2016.

| rapporten anges forst provets namn, nar analysen startades, var radatan finns och om den
behovde nedsamplas. Om nedsampling utforts anges hur manga reads som finns fore och efter
nedsampling.

Darpa anges resultatet av artbestamningen och hur stor andel av sekvensen som stodjer
resultatet. Kontamination eller dalig kvalitet leder till att andelen matchande sekvens blir
lagre.
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Under ”Assembly statistics” anges antal contigs, N50 och L50 for assemblyn. Exemplet i
Figur 4 har bra statistik for assemblyn med ett hogt varde pa N50 och lagt varde pa L50.

I MLST-resultaten anges sekvenstypen samt vilka alleler som hittats i de MLST-lokus som
ingar i schemat for bakterien. Allelens nummer i databasen anges i parentes bredvid namnet
pa dess MLST-lokus. Om ingen sekvenstyp kunde bestammas anges allelerna som hittats och
om de liknar en annan allel som existerar i databasen, om det &r en ny allel eller om ett lokus
saknas helt. Mer information om hur allelerna ska tolkas finns i dokumentationen for
programmet mlst [44].

Information om serotyp finns endast med i rapporten for L. monocytogenes. Forst anges
serotypen och sedan listas de lokus som hittats med langd i antal baser och identitet i procent
till sekvensen som anvénts som mall.

Sist rapporteras information om SNP-analysen. Dar anges vilket referensgenom som anvénts,
genomsnittlig tadckning av alignade reads och hur stor andel av provets totala antal reads som
kunde alignas till referensen. Om procenten alignade reads ar 1ag eller om tackningen &r
mycket lagre jamfort med den forvantade kan det bero pa att sekvensdatan hade dalig kvalitet
eller att referensen passade daligt.

4.2 SNP-analys

SNP-analysen ar en del av samma skript som typningen, men eftersom den bestar av flera steg
far den en separat beskrivning. Syftet med SNP-analysen &r att hitta SNP:ar i ett prov jamfort
med en referenssekvens. Referenssekvensen ar densamma for bakterier av samma art, sa att
man senare kan jamfora SNP:ar mellan olika prov.

4.2.1 Val av referensgenom och alignment

Det forsta steget i SNP-analysen &r att vélja referenssekvens. Det gors med hjélp av resultatet
av artbestdmningen. Referensgenomen som anvands ar listade i Tabell 2 nedan. Dessa
referensgenom ar hamtade fran databasen NCBI RefSeq (National Center for Bioitechnology
Information Reference Sequence Database) som bestar av kurerade sekvenser, bland annat
genom.
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Tabell 2. Referensgenom for olika bakteriearter. Fér varje referensgenom anges artens Taxonomi-I1D 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 gors med Bowtie2 pa samma satt som vid korrigering av
assembly, med skillnaden att det valda referensgenomet anvands i stallet for provets
assembly.

4.2.2 Framtagning av konsensus-sekvens

Innan man kan identifiera SNP:ar maste man ta fram en konsensus-sekvens for provet,
eftersom alla reads i alignmenten med referenssekvensen inte alltid har samma bas pa en
given position. Konsensus-sekvensen bestar av de baser som har majoritet pa varje individuell
position.

Forst maste dock SAM-filen med alignade reads konverteras till BAM-format (Binary
Alignment/Map format) och sorteras vilket gérs med SAMtools [47]. Input till sorteringen &r
SAM-filen med alignade reads fran det foregaende steget och output ar en sorterad BAM-fil
med samma innehall.

Den sorterade BAM-filen anvénds for att bestdmma konsensus-sekvensen med BCFtools
[48]. Detta gors i tva steg. Forst skapas en VCF-fil (Variant Call Format) som anger
sannolikheten for olika alternativ pa varje position. Alternativen kan vara olika baser eller
indels. | steg tva bestams vilken bas som finns pa varje position och ett kvalitetsvarde
berdknas som visar sannolikheten att det ar korrekt. Resultatet ar en VCF-fil som visar
provets sekvens jamfort med referenssekvensen.

4.2.3 Exkludering av osékra baser

I varje prov finns det positioner i sekvensen som inte kan anvéndas till SNP-analys for att
man inte kan vara saker pa vilken bas som finns dar. Det kan bero pa flera olika anledningar.
En anledning ar att en region fatt Iag tackning under sekvenseringen sa att man inte kan
avgora om en viss bas ar ett sekvenseringsfel eller ej.

For hog tackning ar inte heller bra. Om man far regioner med ovanligt hog tackning (> 2 ggr
medel) kan det bero pa att bakteriens genom innehaller flera kopior av samma sekvens som
sedan har alignats till ett stélle i referensen. Det kan ocksa handa att provet innehaller
sekvenser som inte finns i referensen men som alignas till liknande regioner. Bada dessa
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scenarion ger upphov till férhojd tackning och det senare ger ocksa upphov till falska SNP:ar
da reads alignas till regioner som inte ar ortologa, det vill séga de delar inte samma
evolutiondra historia. Positioner i regioner med forhojd tackning kan man alltsa inte vara
saker pa att de bestamts korrekt, &ven om deras kvalitetsvarden ar hoga.

Slutligen kan indels ofta ge upphov till sma fel i alignments runt de inlagda eller borttagna
baserna vilket gor att man inte kan lita pa att en SNP &r en akta SNP eller en fel-alignad bas.
Indels &r ett stérre problem foér lonTorrent-prover eftersom den sekvenseringstekonologin
tenderar att oftare infora eller ta bort enstaka baser [49], [50], [51].

SNP:ar filtreras ut med BCFtools i tva steg. Forst hittas alla indels och sedan appliceras ett
filter pa tackning och sakerheten pa den bestamda basen. Alla positioner méarkta som indels i
input réknas som en indel oavsett kvalitetsvérde (se rubrik 4.2.2 Framtagning av konsensus-
sekvens) och sparas i en separat VCF-fil. Sedan hittas osékra positioner som matchar nagot av
foljande kriterier:

e SNP med kvalitetsvarde under 100.
e Bas med kvalitetsvarde under 50.

e Tackning under 30 % av medel.

e Tackning 6ver 200 % av medel.

e Obestdmd bas.

Kvalitetsvardet som anvands i tva av filtren ar enligt Phred-skalan och baseras pa
sannolikheten att basen har bestamts fel i konsensus-sekvensen. Hogre kvalitetsvérde
indikerar lagre sannolikhet for fel [52]. Eftersom mer data ger en sékrare bestdamning kan
kvalitetsvardet variera beroende pa mangden data, sa darfor ar gransvardena baserade pa prov
som har nedsamplats enligt pipelinens forsta steg (se rubrik 4.1.2 Nedsampling).
Nedsamplingen normaliserar mangden data for alla prov i analysen vilket gor
kvalitetsvardena jamforbara. Gransvardena valdes for att ge resultat liknande de fran FOHM:s
SNP-analyser sa att resultaten fran pipelinens SNP-analys skulle vara jamforbara.

Positioner som matchar ett eller flera av kriterierna sparas i en VCF-fil. Denna fil slas
samman med filen med indels till en slutgiltig VCF-fil som innehaller alla positioner som bor
uteslutas vid Klustring.

4.2.4 Hitta SNP:ar
BCFtools anvands dven for att hitta positioner med SNP:ar. En position rdknas som en &kta
SNP om den uppfyller féljande krav:

e Bas annan an referensen.
o Kvalitetsvarde lika med eller 6ver 100.
e Tackning mellan 30 och 200 % av medel.
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Positioner som Kklarar dessa kriterier sparas i en VCF-fil. Dessa SNP:ar filtreras ytterligare
under klustringen.

4.3 Klustring

For att klustra prover jamfors de SNP:ar som hittades under SNP-analyserna. Input till den
hér delen av pipelinen kan vara tva eller flera prov av samma art, och innan de kan anvandas
for klustring maste de ha analyserats med den forsta delen av pipelinen som gér SNP-analys.
Nar klustringen startas far anvandaren ge klustret ett valfritt namn som kommer anvandas
som titel och filnamn till bilden som skapas. Pipelinen kontrollerar att samma referensgenom
har anvénts for alla prover som ska klustras genom att extrahera namnet pa referensgenomet
fran en av VCF-filerna som skapades under SNP-analysen.

4.3.1 Exkludera SNP:ar

| det forsta steget summeras alla positioner som ska uteslutas fran klustring fran alla prov.
Positionerna lases in fran VCF-filerna som skapats under SNP-analysen av varije prov (se
rubrik 4.2.3 Exkludering av osakra baser) och sparas i minnet som en lista.

| nasta steg lases positionerna fran VCF-filerna med SNP:ar for varje prov (se rubrik 4.2.4
Hitta SNP:ar). D& utesluts alla SNP:ar pa positioner som finns i den nyss skapade listan.
SNP:arna som blir kvar sparas i minnet i en lista per prov.

4.3.2 Rakna SNP:ar och rekombinationer

Punktmutationer som skapar SNP:ar och indels &r inte de enda forandringarna som sker i
bakteriegenom. De tenderar ocksa att ta upp DNA-sekvenser fran andra bakterier vilket ger
upphov till rekombinationer. Om man inte tar hansyn till detta nar man jamfor genom
kommer man hitta for manga SNP:ar eftersom rekombinationer ofta upptrader som regioner
med forhojt antal SNP:ar jamfort med resten av genomet. En rekombination bor rdknas som
en enda handelse eftersom den harstammar fran en rekombination, inte flera individuella
handelser vilket skulle vara fallet om man rédknade varje individuell SNP inom
rekombinationen.

Rekombinationer kan vara komplexa att hitta eftersom de ser ut som SNP:ar, sa for det har
projektet har en enkel modell anvants dar SNP:ar som ligger inom 500 baser av varandra
antas tillnéra en rekombination. Antalet pa 500 anvands eftersom det anvands vid analyserna
pa FOHM och darmed kommer resultatet fran klustringen vara mer jamforbart med deras
resultat, vilket kommer underlatta tolkningen av kluster.

SNP:ar och rekombinationer raknas parvis mellan prov. Forst listas de SNP:ar som skiljer de
tva aktuella proverna at. Da utesluts SNP:ar som hittats i bada proverna pa samma position,
som har samma bas, se rédmarkerade baser i A i Figur 5. Sedan rdknas antalet SNP:ar och
rekombinationer, se B i Figur 5. SNP:ar raknas till en rekombination om de ligger inom 500
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baser av varandra. En rekombination kan vara langre an 500 baser men det far inte finnas
avstand pa mer an 500 baser mellan paféljande SNP:ar inom den. SNP:ar som finns i bada
proverna men med olika baser raknas som totalt en SNP.

Antalet SNP:ar och rekombinationer mellan varje par av prover sparas i tva separata
avstandsmatriser som skrivs till varsin fil.

Prov 1 Prov 2 Prov 1 Prov 2
Pos. Bas Pos. Bas Pos. Bas Pos. Bas
400 A 200 C 400 A 200 C
1000 T 1000 T 1200 G 1200 A

ﬁ ] ‘

1200 G 1200 A 1250 C 1300 C
1250 C 1300 C 1400 A 3000 A
1400 A 3000 A 3000 T
3000 T 4000 G
4000 G B

Figur 5. A: Positioner relativt referensen med potentiella SNP-skillnader mellan tva prov, Prov 1 och Prov 2. Rétt
markerar baser som skiljer fran referenssekvensen men som ar identiska mellan proverna och darfor inte kommer
réknas som en skillnad. B: Positioner med potentiella SNP-skillnader mellan proverna efter identiska baser har
uteslutits. Blamarkerade baser réknas till en rekombination. Roda baser réknas inte. Svarta baser raknas som en
SNP. Avstandet mellan dessa prov blir fyra SNP:ar och en rekombination.

4.3.3 Skapa kluster

Kluster berédknas som ett minimalt uppspénnande trad (MST, Minimum Spanning Tree) som
gors med Kruskals algoritm [53]. Algoritmen kopplar ihop alla noder i ett natverk sa att
summan av kantvikterna minimeras. | det har fallet bestar noderna av alla prov som ska
Klustras, och kantvikterna & summan av antalet SNP:ar och rekombinationer som finns

mellan varje par av prov.

Resultatet av klustringen ar en fil som beskriver kanterna i tradet och en fil som beskriver
noderna. Om proverna har resultat fran MLST finns deras sekvenstyper med i nodfilen.

4.3.4 Visualisera kluster

Kluster visualiseras med ett R-skript, se Figur 6. Fargen pa noder baseras pa sekvenstypen,
och avstanden mellan proverna skrivs ut i bade antal SNP:ar och rekombinationer. | figurens
titel ser man vilket rekombinationsavstand som anvants, och hur manga procent av
referensgenomet som uteslutits pa grund av bland annat dalig kvalitet pa alignade baser eller
lag tackning (se rubrik 4.2.3 Exkludering av osékra baser).
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Exempelplot 2019-05-21 10:10. Recombination distance = 500. Excluded sites =10.0 %

Prov_1

144 8R

Prov_1

Prow_3

169 + 196K

Prow_3

Figur 6. Exempel pa kluster med fem prov. | bildens titel anges tidpunkten da klustret skapades, vilket
rekombinationsavstand som anvants och hur stor andel av referensgenomet som uteslutits fran klustringen. Texten pa
noderna anger provernas namn och fargerna visar prov som tillhnér samma sekvenstyp. P4 grenarna anges avstandet
mellan proverna i antal SNP:ar och antal rekombinationer (R).

4.4 Tidsatgang och lagringsutrymme

Att gora typning och SNP-analys tar ca 10 till 18 minuter per prov med en dator med minne
pa 96 GB och en processor med en klockfrekvens pa 3,7 Hz och fyra kéarnor. Den faktor som
paverkar tidsatgangen mest ar kvaliteten pa provsekvenserna och om radatan har bra kvalitet
gar analysen snabbare. Mangden radata ar séllan en faktor eftersom det forsta steget i
pipelinen nedsamplar alla prov som innehaller mer &n en viss mangd reads. Om ett prov har
mindre radata an gransen gar dess analys lite snabbare.

Tiden for att skapa ett kluster beror pa antalet prover, deras kvalitet och hur lika de &r
varandra. Den faktor som har storst inflytande &r antalet prover men kvaliteten och likheten
mellan dem har ocksa betydelse eftersom tiden att analysera varje prov i klustret okar bade
med antalet positioner som maste exkluderas under analysen och med antalet SNP:ar som
hittas.

Under typning och SNP-analys skapar varje steg i pipelinen en mapp dar resultat och
mellansteg i analysen sparas. Den totala méngden data som skapas per prov ér ca 1,7 GB,
varav ca 0,6 GB bestar av filer som dr nodvandiga for ett eller flera steg i analysen eller som
ar anvandbara vid tolkning av resultat (se Appendix B). Mangden data som skapas beror till
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storst del pa 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 for pipelinen ar att anvénda en existerande applikation, varav det finns flera
kommersiella alternativ som CLC Genomics Workbench [54] och Geneious Prime [55].
Fordelen med dem ér att de &r latta att anvanda eftersom de samlar alla analyser pa ett stélle
och har ett grafiskt granssnitt, man far uppdateringar som forbattrar programmet och fixar
buggar, och man kan fa support fran foretaget som ager programmet.

| detta projekt valdes dock att utveckla en egen pipeline av flera anledningar. | en
egenutvecklad pipeline ar det lattare att anpassa pipelinen precis som man vill ha den, man
kan bestamma exakt vilka algoritmer man vill anvanda och deras parametrar. Man vet darfor
ocksa vad som hander med datan och det ar lattare att se var det har gatt fel om man far
ovantade eller daliga resultat. En annan viktig fordel ar att man inte behover ladda upp data pa
utomstaende servrar, vilket okar datasékerheten och ar bra om man arbetar med isolat fran
sjukdomsutbrott. Man riskerar inte heller att dessa servrar ar nere for underhall nar man
behover dem. Det &r ocksa gratis till skillnad fran kommersiella alternativ som kan vara
kostsamma.

Det finns &ven nackdelar med en egenutvecklad pipeline. Den storsta nackdelen ar nog att den
ar svarare att underhalla eftersom det kommer uppdateringar till programmen som ingar i
pipelinen som maste laddas ner manuellt och kanske integreras pa nytt i pipelinen om det har
skett storre andringar i dem. En annan nackdel ar att man maste skéta all datahantering som
lagring och backup sjalv vilket &r ett hinder eftersom det ofta handlar om databaser med flera
TB data.

5.2 Val av slaktskapsanalys for klustring

For att utfora slaktskapsanalys finns det alternativ sasom SNP-analys, fylogenianalys,
cgMLST och k-mer baserad klustring.

Fylogenianalys valdes bort eftersom det &r en tidskrdvande metod som ger resultat som kan
vara svara att tolka. Till skillnad fran till exempel SNP-analys &r det svart att tolka varfor
olika sekvenser anses vara mer eller mindre narbesléktade eftersom grenldngderna séallan har
en tydlig enhet. Fylogenianalys &r ofta i grunden en SNP-analys som man sedan applicerar
komplexare algoritmer pa for att dra slutsatser om evolutionshastighet och slaktskap.
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I en SNP-analys jamfér man genomet med en referenssekvens och réknar antalet
punktmutationer som skiljer dem at. Oftast inkluderar man manga genom i analysen, och for
att resultaten ska vara jamforbara exkluderar man de delar av genomen som inte &r
gemensamma. Det betyder att man bara kan géra SNP-analyser mellan sekvenser som &r
relativt narbeslaktade. Informationen om vilka SNP:ar som finns kan man anvénda for att
gora klusteranalys eller fylogenetiska trad.

Valet av referenssekvens ar ett av problemen med SNP-analys. Referensen man véljer beror
pa sekvenserna som ska analyseras, den far inte vara for olik eftersom man da kommer fa
reads som alignas fel och ger falska SNP:ar, och stora delar av sekvenserna som ska klustras
kanske exkluderas helt fran analysen. En bioinformatiker skulle kanske testa med flera
referensgenom eller vélja ett som fungerar utifran erfarenhet men i en pipeline maste
referenssekvensen véljas automatiskt. Det gar inte heller att jamfora valdigt divergenta
sekvenser pa ett palitligt satt eftersom stora delar av sekvenserna kommer uteslutas fran
analysen.

Fordelar med SNP-analys ar att det ar latt att tolka kluster eftersom avstanden mellan dem
representerar ett antal SNP:ar. Det &r ocksa en val anvand metod vilket innebar att det finns
mycket kunskap att tillga i litteraturen. Dartill anvands SNP-analys pa FOHM och genom att
anvanda samma metod pa Livsmedelsverket underlattas dvergangen till att gora egna
analyser. Man far ocksa den teoretiskt mest exakta klustringen eftersom man tar hansyn till
alla individuella skillnader mellan sekvenser, men det stimmer bara for narbeslaktade
sekvenser.

cgMLST har fordelen att man inte behdver en referenssekvens, man kan jamféra alla
sekvenser oavsett hur divergenta de &r och noggrannheten i klustringen &r nara den for SNP-
analys. Nackdelen ar att man bor uppratthalla en databas med alleler, bdde med uppdateringar
fran online-databaser och med nyupptackta alleler fran sekvenserna man analyserar. For L.
monocytogenes och Campylobacter spp ar det kanske inte nédvéandigt eftersom databaserna
som finns redan innehaller manga alleler for varje lokus. Fordelen med att lagga till nya
alleler ar att klustringen forbattras med tiden eftersom man kan se fler skillnader. En annan
nackdel &r att man inte kan gora cgMLST pa data som produceras med en lonTorrent
sekvenserare eftersom den inte kan skilja mellan homopolymerer (samma bas repeterad
manga ganger) av olika langd. Det betyder att data som sekvenserats hos FOHM inte kan tas
med i analyserna.

Fordelen med k-mer baserad klustring med exempelvis POPpunk [56] &r att det gar snabbt,
kan goras pa valdigt manga prover och klustringen blir bra &ven om vissa prover ar véldigt
divergenta. Nackdelarna ar att det kan vara svart att tolka vad kluster betyder, speciellt om
man vill gora en riktad analys med fa prover som é&r valdigt lika varandra. Det verkar vara en
bra metod for att fa en 6verblick av vilka kluster som finns i en stor population, och for att se
vilka kluster som nya prover tillhor.
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I slutdndan valdes SNP-analys eftersom det ger det starkaste beviset for kopplingar i
utbrottsutredningar och for att det kan anvéandas pa data fran bade lonTorrent och Illumina
MiSeq.

5.3 Hur SNP:ar och rekombinationer raknas

Det gar inte att avgora exakt hur manga punktmutationer som skett mellan tva prov.

Osakerhet i hur genomen faktiskt ser ut bidrar till detta; vissa delar av genomet kanske blev
daligt sekvenserade eller inte sekvenserade alls. Om man gor sekvensering av DNA fran
manga kloner av samma bakterie, vilket &r den vanligaste metoden, hander det att man
sekvenserar en blandning av DNA fran bakterier som har olika SNP:ar. Anvandningen av
referenssekvenser har nackdelen att delar av genomen utesluts helt vilket kan leda till att
SNP:ar inte tas med i analysen. Slutligen sa kan man valja att rakna SNP:ar pa olika satt vilket
kommer ge olika resultat, mer om detta nedan.

Ett alternativ till att anvénda referenssekvenser &r att géra de novo-assembly av varje prov och
skapa en alignment mellan alla assemblys for de prov som ska jamforas. D& maximerar man
mangden sekvens som jamfors mellan proverna. Det finns dock flera problem med det
tillvagagangssattet. For det forsta ar det en valdigt tidskravande metod eftersom det tar lang
tid att skapa alignments, speciellt med méanga prov och langa sekvenser. Sedan finns det ingen
garanti att de assemblys som skapats ar korrekta. De referenser som har anvants i det héar
projektet kommer fran NCBI RefSeq-databasen dar varje genom har granskats och redigerats
manuellt for att se till att de har bra kvalitet. Slutligen leder jamférelser mellan de novo-
assemblys till att metoden for att hitta SNP:ar inte blir helt reproducerbar mellan analyser. For
varje kluster som skapas blir alignmenten annorlunda vilket leder till att man kan hitta olika
SNP:ar fér samma prov om det anvénds i olika kluster.

Oavsett om man anvander referenssekvenser eller inte finns det en osékerhet i det exakta
antalet forandringar som har skett mellan tva sekvenser. En anledning &r att det ar majligt att
samma bas har muterat flera ganger. 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 hansyn till detta,
exempelvis JC69 [57] eller GTR-modellen [58]. Under det hér projektet anvéandes inga sadana
modeller eftersom sannolikheten att samma bas har muterat flera ganger ar valdigt 1ag 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 pa samma position i tva prov men med olika baser kan det bero pa att
samma position muterat i bada sekvenserna oberoende av varandra, eller att en mutation
skedde innan sekvenserna divergerade och en mutation skedde efter. | bada fallen kommer
bada sekvenserna ha en annan bas &n referensen men i det forsta fallet bor det raknas som tva
SNP:ar och i det andra fallet som en SNP. Eftersom det &r osannolikt att samma position
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muterat i tva olika sekvenser oberoende av varandra rdknas dessa situationer som en SNP i
pipelinen, se exemplet i Figur 5 dar bada sekvenserna har en mutation pa position 3000.

| samband med rekombinationer blir det svarare att rakna SNP:ar, eftersom det ar majligt att
det skett mutationer som dolts av en senare rekombination. Om det finns manga
rekombinationer mellan tva prov ar det mer sannolikt att det finns gmda SNP:ar an om det
finns fa rekombinationer. | den har pipelinen kompenseras detta genom att SNP:ar raknas som
illustrerat i Figur 5. Om en sekvens har en rekombination raknas SNP:ar som hittas pa den
andra sekvensen inom motsvarande omrade till antalet SNP:ar. Det gor ocksa att det gar att
identifiera rekombinationer pa olika sekvenser som 6verlappar. Alternativet ar att dessa inte
raknas eftersom man inte vet om de ar dkta SNP:ar som uppstatt pa grund av mutationer i den
andra sekvensen eller om rekombinationen i den forsta sekvensen infort dessa skillnader.

Pa grund av en bugg i pipelinen raknas inte SNP:ar pa en sekvens som faller inom en
rekombination pa en annan sekvens och ligger pa samma position som en SNP i
rekombinationen, se exemplet i Figur 5 med SNP:ar pa position 1200. Inga tester har gjorts
hur stor skillnad i totala antalet SNP:ar det leder till, men som forklarats tidigare ar
sannolikheten lag att en SNP uppstatt pa samma position i tva olika isolat oberoende av
varandra. SNP-analysen skulle dock forbattras om denna bugg atgardades.

5.4 Val av metod for visualisering av kluster

For att visa kluster valdes MST eftersom det ar ett effektivt sétt att visa vilka prov som har
minst antal skillnader mellan varandra vilket &r viktigt for att dra slutsatser om vilka prov som
kan harstamma fran samma kalla. Det ar intressant att se vilken ordning isolaten har
uppkommit, men man far inte tillrackligt mycket information av SNP-analysen och
klustringsmetoden som anvénds for att dra sddana slutsatser. Eftersom man inte vet ndgot om
isolatens uppkomst kan man inte anvanda rotade fylogenetiska tréd eller kladogram. Det &r
aven lattare att tolka avstanden mellan prov i ett MST &n i ett fylogenetiskt trad eftersom
MST kan placera prov “mitt i” tradet medan fylogenetiska trdd bara placerar prov langst ut pa
grenarna.

| pipelinen skapas ett MST som &r optimerat sa att summan av avstanden mellan noderna i
klustret ar sa liten som majligt. Ibland finns det dock flera olika konfigurationer av noder
(prov) och kanter (forbindelser mellan prov) som ger samma resultat och darmed &r lika
optimerade, men pipelinen kommer bara visa en av dem. En forbattring av klustringen skulle
vara att indikera nar det finns flera mojliga konfigurationer till exempel genom att skapa flera
kluster. Informationen om avstand mellan alla noder finns dock alltid i rekombinations- och
SNP-avstandsmatriserna som skapas under klustringen, sa om man &r intresserad av avstandet
mellan tva prov som inte har en direkt forbindelse i klustret gar det att se detta i filerna som
skapas av pipelinen som innehaller avtandsmatriserna.
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Det finns nagra saker som kan forbattras med visualiseringen av kluster. En &ndring som
skulle gora bilderna lattare att tolka &r att sld samman prov med avstand noll till samma nod i
klustret. Det skulle ocksa vara bra att kunna se mer metadata utéver fargerna som skiljer
mellan prov som har olika sekvenstyp, till exempel information om serotyp for Listeria och
datum och plats for provtagning.

6 Slutsats

Pipelinen som byggts under det har projektet underlattar analysen av bakterieprover genom att
reducera de steg som kravs for att ta radata direkt fran ett sekvenseringsinstrument till en
fardig klusteranalys - till endast tva kommandon i en kommandotolk.

Resultaten fran analyserna sammanfattas i en kort rapport som kan anvandas for att snabbt se
information om epidemiologiskt viktiga egenskaper hos analyserade prover, bland annat
bakterieart och sekvenstyp. Rapporten ger ocksa en idé om kvaliteten pa provet och
analysresultaten. Om mer information behovs for att bedéma resultaten finns det loggfiler och
mer detaljerade resultat fran analyserna i mapparna som skapas av pipelinen.

Den storsta svarigheten under projektet var utvecklingen av SNP-analysen, eftersom resultatet
av den varierar mycket med de filter som anvénds och hur rekombinationer réknas, vilket gor
den svar att optimera. Dar kan ocksa den storsta forbattringen goras genom vidare
undersokningar av metoder for SNP-analys och detektion av rekombinationer for att anpassa
pipelinen efter de specifika bakteriearterna som ska analyseras.

Avslutningsvis &r denna pipeline ett anvandbart verktyg for bioinformatisk analys for
epidemiologiska utredningar, med potential att utvecklas annu mer.

7 Tack
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Handledare Rikard Dryselius pa FOHM och Catarina Flink och Monica Ricdo Canelhas pa
Livsmedelsverket som gav mig detta projekt, hjalpt med den epidemiologiska sidan av
projektet och gett kommentarer pa rapporten.

28



Handledare Olov Svartstrom pa FOHM for hjalp med den bioinformatiska sidan av projektet,
bidragit med information om hur analyser gors pa FOHM och gett kommentarer pa rapporten.

Amnesgranskare Lisa Klasson pa Uppsala Universitet for bioinformatisk radgivning och hjalp
med rapporten.

Opponenter Kristina Benevides och Samuel Ferrer for feedback pa rapport och presentation.

Examinator Jan Andersson och koordinator Lena Henriksson pa Uppsala Universitet for
kommentarer under mellanredovisning och svar pa fragor om examensarbetet.

29



Referenser

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

Livsmedelsverket, ”Listeria monocytogenes,” 31 Augusti 2017. [Online]. Available:
https://kontrollwiki.livsmedelsverket.se/artikel/178/listeria-monocytogenes. [Anvéand 12
Februari 2019].

Livsmedelsverket, ”Campylobacter,” 31 Augusti 2017. [Online]. Available:
https://kontrollwiki.livsmedelsverket.se/artikel/162/campylobacter-. [Anvéand 12
Februari 2019].

F. Georgsson, A. E. borkelsson, M. Geirsdottir, J. Reiersen och N. J. Stern, ”The
Influence of Freezing and Duration of Storage on Campylobacter and Indicator Bacteria
in Broiler Carcasses,” Food Microbiology, vol. 23, pp. 677-683, 2006.

A.-K. Llarena, E. Taboada och M. Rossi, ”"Whole-Genome Sequencing in Epidemiology
of Campylobacter jejuni Infections,” Journal of Clinical Microbiology, vol. 55, nr 5, pp.
1269-1275, 2017.

V. Ramaswamy, V. M. Cresence, J. S. Rejitha, M. U. Lekshmi, K. S. Dharsana, S. P.
Prasad och H. M. Vijila, "Listeria - Review of Epidemiology and Pathogenesis,”
Journal of Microbiology, Immunology and Infection, vol. 40, pp. 4-13, 2007.

Livsmedelsverket, ”Utfora offentlig kontroll - grunder,” 6 December 2017. [Online].
Available: https://kontrollwiki.livsmedelsverket.se/artikel/58/utfora-offentlig-kontroll-
grunder. [Anvand 26 Februari 2019].

Livsmedelsverket, "Kartldggningar,” 23 Augusti 2017. [Online]. Available:
https://kontrollwiki.livsmedelsverket.se/artikel/186/kartlaggningar. [Anvéand 26 Februari
2019].

Livsmedelsverket, ”Utbrottsutredning - hur gér det till?,” 18 December 2018. [Online].
Available: https://kontrollwiki.livsmedelsverket.se/artikel/5/utbrottsutredning-hur-gar-
det-till-. [Anvénd 26 Februari 2019].

M. C. J. Maiden, J. A. Bygraves, E. Feil, G. Morelli, J. E. Russell, R. Urwin, Q. Zhang,
J. Zhou, K. Zurth, D. A. Caugant, I. M. Feavers, M. Achtman och B. G. Spratt,
”Multilocus Sequence Typing: A Portable Approach to the Identification of Clones
Within Populations of Pathogenic Microorganisms,” Microbiology, vol. 95, pp. 3140-
3145, 1998.

30



[10] C. Salcedo, L. Arreaza, B. Alcala, L. de la Fuente och J. A. Vazquez, "Development of
a Multilocus Sequence Typing Method for Analysis of Listeria monocytogenes Clones,”
Journal of Clinical Microbiology, vol. 41, nr 2, pp. 757-762, 2003.

[11] K. E. Dingle, F. M. Colles, D. R. A. Wareing, R. Ure, A. J. Fox, F. E. Bolton, H. J.
Bootsma, R. J. L. Willems, R. Urwin och M. C. J. Maiden, "Multilocus Sequence
Typing System for Campylobacter jejuni,” Journal of Clinical Microbiology, vol. 39, nr
1, pp. 14-23, 2001.

[12] W. G. Miller, S. L. W. On, G. Wang, S. Fontanoz, A. J. Lastovica och R. E. Mandrell,
”Extended Multilocus Sequence Typing System for Campylobacter coli, C. lari, C.
upsaliensis, and C. helveticus,” Journal of Clinical Microbiology, vol. 43, nr 5, pp.
2315-2329, 2005.

[13] E. J. Feil, ”Small Change: Keeping Pace With Microevolution,” Nature Reviews
Microbiology, vol. 2, pp. 483-495, 2004.

[14] W. Ruppitsch, A. Pietzka, K. Prior, S. Bletz, H. L. Fernandez, F. Allerberger, D.
Harmsen och A. Mellmann, ”Defining and Evaluating a Core Genome Multilocus
Sequence Typing Scheme for Whole-Genome Sequence-Based Typing of Listeria
monocytogenes,” Journal of Clinical Microbiology, vol. 53, nr 9, pp. 2869-2876, 2015.

[15] A. K. L. Tsang, H. H. Lee, S.-M. Yiu, S. K. P. Lau och P. C. Y. Woo, "Failure of
Phylogeny Inferred from Multilocus Sequence Typing to Represent Bacterial
Phylogeny,” Scientific Reports, vol. 7, nr 4536, 2017.

[16] K. A. Jolley, J. E. Bray och M. C. J. Maiden, “Open-Access Bacterial Population
Genomics: BIGSdb Software, the PubMLST.org Website and Their Applications,”
Wellcome Open Research, vol. 3, nr 124, 2018.

[17] J. D. Palumbo, M. K. Borucki, R. E. Mandrell och L. Gorski, ”Serotyping of Listeria
monocytogenes by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay and Identification of Mixed-
Serotype Cultures by Colony Immunoblotting,” Journal of Clinical Microbiology, vol.
41, nr 2, pp. 564-571, 2003.

[18] M. Doumith, C. Buchrieser, P. Glaser, C. Jacquet och P. Martin, ”Differentiation of the
Major Listeria monocytogenes Serovars by Multiplex PCR,” Journal of Clinical

Microbiology, vol. 42, nr 8, pp. 3819-3822, 2004.

[19] Euopean Center for Disease Prevention and Control, ’Surveillance of Seven Priority
Food- and Waterborne Diseases in the EU/EEA,” ECDC, Stockholm, 2015.

31



[20] P. Hyden, A. Pietzka, A. Lennkh, A. Murer, B. Springer, M. Blaschitz, A. Indra, S.
Huhulescu, F. Allerberger, W. Ruppitsch och C. W. Sensen, ”Whole Genome Sequence-
Based Serogrouping of Listeria monocytogenes Isolates,” Jounal of Biotechnology, vol.
235, pp. 181-186, 2016.

[21] J. C. Kwong, K. Mercoulia, T. Tomita, M. Easton, H. Y. Li, D. M. Bulach, T. P. Stinear,
T. Seemann och B. P. Howden, ”Prospective Whole-Genome Sequencing Enhances
National Surveillance of Listeria monocytogenes,” Journal of Clinical Microbiology,
vol. 54, nr 2, pp. 333-342, 2016.

[22] M. Jain, H. E. Olsen, B. Paten och M. Akeson, ”The Oxford Nanopore MinlON:
Delivery of Nanopore Sequencing to the Genomics Community,” Genome Biology, vol.
17, p. 239, 2016.

[23] Thermo Fisher Scientific, ”Specification Sheet: lon GeneStudio S5 series,” 2018.
[Online]. Available: https://www.thermofisher.com/se/en/home/life-
science/sequencing/next-generation-sequencing/ion-torrent-next-generation-sequencing-
workflow/ion-torrent-next-generation-sequencing-run-sequence/ion-s5-ngs-targeted-
sequencing/ion-s5-specifications.html. [Anvand 28 Maj 2019].

[24] lllumina, Inc, "MiSeq Specifications,” 2019. [Online]. Available:
https://emea.illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseqg/specifications.html.
[Anvand 28 Maj 2019].

[25] Illumina, Inc, ”An Introduction to Next-Generation Sequencing Technology,” 2017.
[Online]. Available: https://emea.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf. [Anvéand 28 Maj
2019].

[26] D. Altshuler, V. J. Pollara, C. R. Cowles, W. J. Van Etten, J. Baldwin, L. Linton och E.
S. Lander, ”An SNP Map of the Human Genome Generated by Reduced Representation
Shotgun Sequencing,” Nature, vol. 407, pp. 513-516, 2000.

[27] J. M. Bryant, A. C. Schirch, H. Van Deutekom, S. R. Harris, J. L. De Beer, V. De Jager,
K. Kremer, S. A. F. T. Van Hijum, R. J. Siezen, M. Borgdorff, S. D. Bentley, J. Parkhill
och D. Van Soolingen, ”Inferring Patient to Patient Transmission of Mycobacterium
Tubercolosis From Whole Genome Sequencing Data,” BMC Infectious Diseases, vol.
13, nr 110, 2013.

[28] D. Earl, K. Bradnam, J. St. John, A. Darling, D. Lin, J. Fass, H. Yu, V. Buffalo, D. R.

Zerbino, M. Diekhans, N. Nguyen, P. Nuwantha Ariyatne, W. Sung, Z. Ning, M.
Haimel, J. Simpson, N. A. Fonseca, . Birol, T. Roderick Docking, I. Y. Ho, D. S.

32



Rokhsar, R. Chikhi, D. Lavenier, G. Chapuis, D. Naquin, N. Maillet, M. C. Schatz, D.
R. Kelley, A. M. Phillippy, S. Koren, S. Yang, W. Wu, W. Chou, A. Srivastava, T. I.
Shaw, J. G. Ruby, P. Skewes-Cox, M. Betegon, M. T. Dimon, V. Solovyeyv, I.
Seledtsov, P. Kosarev, D. Vorobyev, R. Ramirez-Gonzalez, R. Leggett, D. MacLean, F.
Xia, R. Luo, Z. Li, Y. Xie, B. Liu, S. Gnerre, I. MacCallum, D. Przybylski, F. J.
Ribeiro, S. Yin, T. Sharpe, G. Hall, P. J. Kersey, R. Durbin, S. D. Jackman, J. A.
Chapman, X. Huang, J. L. DeRisi, M. Caccamo, Y. Li, D. B. Jaffe, R. E. Green, D.
Haussler, I. Korf och B. Paten, ”Assemblathon 1: A Competitive Assessment of De
Novo Short Read Assembly Methods,” Genome Research, vol. 21, pp. 2224-2241,
2011.

[29] Python Software Foundation, ”Python version 3.7,” 2019. [Online]. Available:
https://www.python.org/.

[30] JetBrains, ”PyCharm 2019.1.2 (Community Edition),” JetBrains, 2019. [Online].
Available: https://www.jetbrains.com/pycharm/.

[31] R Foundation, "R version 3.5.3,” 2019. [Online]. Available: https://www.r-project.org/.

[32] RStudio, "Rstudio version 1.2,” 2019. [Online]. Available:
https://www.rstudio.com/products/RStudio/.

[33] Canonical Ltd., ”Ubuntu 18.04.1 LTS,” 2018. [Online]. Available:
https://www.ubuntu.com/.

[34] S. Caboche, C. Audebert, Y. Lemoine och D. Hot, Comparison of Mapping Algorithms
Used in High-Throughput Sequencing: Application to Ion Torrent Data,” BMC
Genomics, vol. 15, nr 264, 2014.

[35] X. Yu och S. Sun, "Comparing a Few SNP Calling Algorithms Using Low-Coverage
Sequencing Data,” BMC Bioinformatics, vol. 14, nr 274, 2013.

[36] H. Li, ”Seqtk, Github,” [Online]. Available: https://github.com/lh3/seqtk. [Anvand 15
Maj 2019].

[37] A. M. Bolger, M. Lohse och B. Usadel, ”Trimmomatic: A flexible trimmer for [llumina
Sequence Data,” Bioinformatics, vol. 30, nr 15, pp. 2114-2120, 2014.

[38] Babraham Bioinformatics, ”FastQC,” [Online]. Available:
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/. [Anvand 15 Maj 2019].

33



[39] D. E. Wood och S. L. Salzberg, ”Kraken: Ultrafast Metagenomic Sequence
Classification Using Exact Alignments,” Genome Biology, vol. 15, 2014.

[40] S. Nurk, A. Bankevich, D. Antipov, A. Gurevich, A. Korobeynikov, A. Lapidus, A.
Prjibelsky, A. Pyshkin, A. Sirotkin, Y. Sirotkin, R. Stepanauskas, J. McLean, R. Lasken,
S. R. Clingenpeel och T. Woyke, ”Assembling Genomes and Mini-metagenomes from
Highly Chimeric Reads,” i Research in Computational Molecular Biology, Berlin,
Heidelberg, Springer, 2013, pp. 158-170.

[41] D. R. Zerbino och E. Birney, ”Velvet: Algorithms for De Novo Short Read Assembly
Using de Bruijn Graphs,” Genome Research, vol. 18, pp. 821-829, 2008.

[42] B. Langmead, C. Wilks, V. Antonescu och R. Charles, ”Scaling Read Aligners to
Hundreds of Threads on General-Purpose Processors,” Bioinformatics, vol. 35, nr 3, pp.
421-432, 2019.

[43] B. J. Walker, T. Abeel, T. Shea, M. Priest, A. Abouelliel, S. Sakthikumar, C. A. Cuomo,
Q. Zeng, J. Wortman, S. K. Young och A. M. Earl, ’Pilon: An Integrated Tool for
Comprehensive Microbial Variant Detection and Genome Assembly Improvement,”
PLoS ONE, vol. 9, nr 11, 2014.

[44] T. Seemann, “mlst, Github,” [Online]. Available: https://github.com/tseemann/mlst.
[Anvand 16 Maj 2019].

[45] Public Databases for Molecular Typing - PubMLST.org,” [Online]. Available:
https://pubmlst.org/. [Anvénd 16 Maj 2019].

[46] C. Camacho, G. Coulouris, V. Avagyan, N. Ma, J. Papadopoulos, K. Bealer och T. L.
Madden, "BLAST+: Architecture and Applications,” BMC Bioinformatics, vol. 10, p.
421, 2008.

[47] H. Li, B. Handsaker, A. Wysoker, T. Fennell, J. Ruan, N. Homer, G. Marth, G.
Abecasis, R. Durbin och 1000 Genome Project Data Processing Subgroup, The
Sequence Alignment/Map Format and SAMtools,” Bioinformatics, vol. 25, nr 16, pp.
2078-2079, 20009.

[48] H. Li, ”A Statistical Framework for SNP Calling, Mutation Discovery, Association
Mapping and Population Genetical Parameter Estimation From Sequencing Data,”

Bioinformatics, vol. 27, nr 21, pp. 2987-2993, 2011.

[49] M. A. Quail, M. Smith, P. Coupland, T. D. Otto, S. R. Harris, T. R. Connor, A. Bertoni,
H. P. Swerdlow och Y. Gu, ”A Tale of Three Next Generation Sequencing Platforms:

34



Comparison of Ion Torrent, Pacific Biosciences and Illumina MiSeq Sequencers,” BMC
Genomics, vol. 13, nr 341, 2012.

[50] N. J. Loman, R. V. Misra, T. J. Dallman, C. Constantinidou, S. E. Gharbia, J. Wain och
M. J. Pallen, ”Performance Comparison of Benchtop High-Throughput Sequencing
Platforms,” Nature Biotechnology, vol. 30, nr 5, pp. 434-439, 2012.

[51] S. Jinemann, F. J. Sedlazeck, K. Prior, A. Albersmeier, U. John, J. Kalinowski, A.
Mellmann, A. Goesmann, A. VVon Haeseler, J. Stoye och D. Harmsen, ”Updating
Benchtop Sequencing Performance Comparison,” Nature Biotechnology, vol. 31, nr 4,
pp. 294-296, 2013.

[52] ”The Variant Call Format Specification,” 8 Mars 2019. [Online]. Available:
https://github.com/samtools/hts-specs/blob/master/\VVCFv4.3.pdf. [Anvéand 19 Juni
2019].

[53] J. B. Kruskal, ”On the Shortest Spanning Subtree of a Graph and the Traveling
Salesman Problem,” Proceedings of the American Mathematical Society, vol. 7, pp. 48-
50, 1956.

[54] QIAGEN Bioinformatics, ”CLC Genomics Workbench,” [Online]. Available:
https://www.giagenbioinformatics.com/products/clc-genomics-workbench/. [Anvéand 24
Maj 2019].

[55] Geneious, ”Geneious Prime,” [Online]. Available:
https://www.geneious.com/academic/. [Anvand 24 Maj 2019].

[56] J. A. Lees, S. R. Harris, G. Tonkin-Hill, R. A. Gladstone, S. Lo, J. N. Weiser, J.
Corander, S. D. Bentley och N. J. Croucher, "Fast and Flexible Bacterial Genomic
Epidemiology with PopPUNK.,” Genome Research, vol. 29, pp. 304-316, 2019.

[57] T. H. Jukes och C. R. Cantor, ”Evolution of Protein Molecules,” Mammalian Protein
Metabolism, vol. 3, nr 21, p. 132, 19609.

[58] S. Tavaré, ”Some Probabilistic and Statistical Problems in the Analysis of DNA
Sequences,” Lectures on Mathematics in the Life Sciences, vol. 17, pp. 57-86, 1986.

35



Appendix A — Instruktioner for att starta pipeline
Typning och SNP-analys

Snabbstart: Kommando “bacil-analysis.py /filvag/till/prov/” Parametrar: --threads, --
programs, --no-downsampling

Hjalp: Kommando “bacil-analysis.py --help” eller “ bacil-analysis.py -h”. Viktigt: Anvand
inga mellanslag i namn pa filer eller mappar.

Bdrja med att skapa en mapp (kérningsmappen) som kommer innehalla alla prov som ska
analyseras. | den skapas en mapp per prov (provmapp). Namnge dessa mappar efter proverna.
| provmapparna laggs filerna med reads. For MiSeq-prover ska varje mapp innehalla tva filer
- en med forward och en med reverse reads. Fér lonTorrent ska varje mapp innehalla en fil
med reads.

Korningsmappen far inte innehalla andra mappar an provmapparna, men den far innehalla
filer med t.ex. metadata. De kommer inte anvandas under analysen. Provmapparna far
innehalla bade mappar och filer utéver read-filerna sa lange det inte &r fler filer med reads.

For att starta pipelinen maste man veta filvagen till kdrningsmappen. For en kérningsmapp
som heter “Analys” kan filvdgen exempelvis vara “C:/Dokument/Analys/”. Det far inte finnas
mellanslag i filvagen. Eftersom pipelinen kors pa Ubuntu pd Windows byts “C:/” i filvagar ut
mot “/mnt/c/”. Kommandot for att starta analysen blir da *“ bacil-analysis.py
/mnt/c/Dokument/Analys/” (utan citattecken). Skriv in kommandot 1 Ubuntus
kommandoterminal och tryck pa enter.

Om det redan finns output-mappar for nagot av analysstegen kommer pipelinen fraga om de
ska tas bort eller om analysen ska avbrytas.

Analysera ett prov

Om man bara ska analysera ett prov gar det bra att géra pa samma satt som ovan, men man
kan ocksa ange filvagen direkt till provmappen: “ bacil-analysis.py
/mnt/c/Dokument/Analys/Provmapp/

Parametrar

Pipelinen har tre valfria parametrar. Den fOrsta dr ”--threads” som anger hur minga
processorkédrnor som ska anviandas vid analyserna. Default &r 4. Den andra parametern &r ”--
programs” som kan anvéndas for att specificera vilka delar av analysen som ska utforas. Den
tredje parametern dr ’--no-downsampling” som kan anvéndas for att utesluta nedsampling av
radatan som annars sker automatiskt i kombination med trimning.
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Anvéandning av parametern --programs

Genom att anvédnda parametern “--programs” kan man starta pipelinen vid en viss analys,
avsluta vid en viss analys eller utesluta specifika analyser. Analyserna som ska anvéandas
anges med en bokstav, se Tabell Al. Ordningen programmen specificeras i ar inte viktig,
analysstegen utfors alltid i samma ordning. Serotypningssteget kan inkluderas for alla
bakteriearter men kommer bara utféras for Listeria monocytogenes.

Exempelvis for att avsluta analysen efter assembly utan att géra MLST, serotypning och SNP-
analys startar man pipelinen med kommandot bacil-analysis.py --programs tgcao
/filvag/till/prov”.

Tabell Al. Analyssteg och motsvarande bokstav for ”--programs” parametern till pipeline samt vilken output de olika
stegen ar beroende av.

Analyssteg Bokstav  Anvénder output fran

Trimning t -

Kvalitetskontroll q Trimning

Artbestamning c Trimning

Assembly a Trimning

Korrigering av assembly 0 Trimning, assembly

MLST m Artbestdmning, korrigering av assembly

(eller assembly)

Serotypning S Artbestdmning, korrigering av assembly
(eller assembly)

SNP-analys % Trimning, artbestamning

Klustring
Snabbstart: Kommando “ bacil-cluster.py /filvag/till/prover/” Parametrar: --remake-image
Hjélp: Kommando “ bacil-cluster.py --help” eller “klustring -h”.

For att starta klustringen ska proverna ligga i samma mappstruktur som for typning och SNP-
analys med en korningsmapp som innehaller flera provmappar. Provmapparna maste aven
innehalla output-mappen fran SNP-analys (mappen ”SNP_analysis”), samt output-mappen for
MLST (’mlst”) for att sekvenstypen ska anges i bilden pa kluster. MLST-mappen &r dock inte
nddvandig.
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For att starta pipelinen anviands kommandot bacil-cluster.py /filvag/till/prover”. Pipelinen
later anvéndaren ge klustret ett namn. Om inget namn anges anvinds “Cluster”.

Gora om klusterbild

Placeringen av noder i klusterbilderna &r delvis slumpmassig och ibland leder det till att
bilden &r svar att tolka. Da kan man géra om bilden utan att géra om hela klusteranalysen med
parametern --remake-image. Kommandot blir da “’bacil-cluster.py --remake-image
[filvéagltill/prover”.

Appendix B — Information om filer

| Tabell A2 nedan listas namn och anvandning for nagra filer som skapas av pipelinen. Det
skapas filer utdver dessa, men de ar inte direkt involverade i nagot steg i pipelinen efter att de
har skapats och &r inte nddvandiga for att tolka resultat av analyserna. Alla filer kan dock vara
anvandbara som dokumentation och det rekommenderas att filer bara tas bort om det ar daligt
med lagringsutrymme.

Tabell A2. Filer som skapas under pipelinens analyssteg som ar nddvéandiga for analysen eller som kan anvéndas for
att tolka resultat.

Mapp Filnamn Anvandning
Huvudmappen clustering_{starttid}.log Loggfil dver klustrings.
innehallande ett eller
flera prov. pipeline_{starttid}.log Loggfil dver typning och SNP-
analys.
recomb_distance_matrix.tsv Matris med

rekombinationsavstand mellan
klustrade prover.

SNP_distance_matrix.tsv Matris med SNP-avstand mellan
klustrade prover.

tree_edges.tsv Information om kanterna i
kluster. Kan anvandas
tillsammans med tree_nodes.tsv
for att visualisera kluster.

tree_nodes.tsv Information om noderna i
kluster. Kan anvéndas
tillsammans med tree_edges.tsv
for att visualiera kluster.
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Bildfil med suffix ”.png” Bild pa kluster.

assembly contigs.fasta Input till korrigering av
assembly, eventuellt MLST och
serotypning.

spades.log Logdfil.

corrected_assembly  pilon.fasta Input till MLST och
serotypning.

pilon.log Logdfil.
downsampled reads Olika namn. 1-4 filer med suffix  Input till trimning.
” fastq.gz”.
mlst sequence_type.txt Resultat av MLST, innehaller
sekvenstyp och alleler.
read_quality Olika namn. 1-4 filer med suffix  Resultat av kvalitetskontroll.
”.htm]”
serotype blast_result.txt Identifierade serotyp-lokus.
serotype.txt Resultat av serotypning.
SNP_analysis all_calls.vcf Input till klustring. Anvandbar
for kontroll av SNP:ar efter
Klustring.
exclude_sites.vcf Input till Klustring.
genotype_likelihoods.vcf Anvéandbar for kontroll av

SNP:ar efter klustring.

mapped_to_reference_sorted.bam Anvéndbar for 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. Anvandbar om man
misstanker kontaminering.
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Appendix C — Uppdatering av MLST databas

Instruktionerna och skripten som anvénds for att uppdatera MLST-databasen har anpassats
fran de som finns tillgangliga pa https://github.com/tseemann/mlst.

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

2. Byt namn pa mappen “pubmlst” till exempelvis “pubmlst_old”.

3. Starta skriptet mist-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 innehaller
mappar for 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” innehaller nio filer med namn som bdrjar med
“mlst.fa”.

Appendix D — Program och paket

Tabell A3. Bioinformatiska program som anvénds av pipelinen.

Program Version
Seqtk 1.3
Trimmomatic 0.38
FastQC 0.11.8
Kraken2 2.0.7-beta
SPAdes 3111
Bowtie2 2.34.3
SAMtools 1.9

Pilon 1.23

mlst 2.16.1
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BLAST+

BCFtools

2.7.1+

1.9

Tabell A4. Pythonpaket utanfér standardbiblioteket som anvénds av pipelinen.

Paket Version
numpy 1154
scipy 1.2.1

Appendix E — Programkommandon

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

Syfte

Kommando

Nedsampling - MiSeq (Kor
en gang per fastg-fil)

Nedsampling - lonTorrent

Trimning - MiSeq

Trimning - lonTorrent

Kvalitetskontroll (Hanterar
flera inputfiler samtidigt)

Artbestdmning - MiSeq

Artbestdmning - lonTorrent
Assembly - MiSeq

Assembly - lonTorrent

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

seqtk sample -s SEED INPUT_FILE 1000000 | gzip -c > OUTPUT _FILE

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

trimmomatic SE -threads 4 -summary SUMMARY _FILE INPUT_FILE
OUTPUT_FILE SLIDINGWINDOW:4:15 LEADING:30 TRAILING:30
MINLEN:40

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

kraken2 --db DB_PATH --paired --gzip-compressed --threads 4 --report
REPORT_FILE --output OUTPUT_FILE INPUT_FILE_1P
INPUT_FILE_2P

kraken2 --db DB_PATH --gzip-compressed --threads 4 --report
REPORT_FILE --output OUTPUT_FILE INPUT_FILE

spades.py -0 OUTPUT _DIR -t 4 -1 INPUT_FILE_1P -2
INPUT_FILE_2P -s INPUT_FILE_1U -s INPUT_FILE_2U

spades.py -0 OUTPUT_DIR -t 4 -s INPUT_FILE
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Indexering av assembly

Aligna reads - MiSeq
Aligna reads - lonTorrent

Konvertering SAM till
BAM

Sortering av BAM

Indexering av sorterad
BAM

Korrigering av assembly -
MiSeq

Korrigering av assembly -
lonTorrent

MLST
Skapa BLAST databas

Serotype BLAST

Berékning av alignment
tackning

Berékning av genotyp-
sannolikheter

Konsensus-sekvens
Hitta indels

Hitta osakra baser

Hitta SNP:ar. (MIN_COV
och MAX_COV beror pa
medeltackning.)

Sl& samman indels och
osakra baser

bowtie2-build INPUT_FILE OUTPUT_FILE

bowtie2 --local --threads 4 -x REFERENCE_FILE -1 INPUT_FILE_1P -
2 INPUT_FILE_2P -S OUTPUT_FILE

bowtie2 --local --threads 4 -x REFERENCE_FILE -U INPUT_FILE_1P -
S OUTPUT_FILE

samtools view -b -@ 4 -o OUTPUT_FILE INPUT_FILE

samtools sort -@ 4 -0 OUTPUT_FILE INPUT_FILE

samtools index -@ 4 INPUT_FILE

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

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

mlst --scheme SCHEME INPUT_FILE > OUTPUT_FILE
makeblastdb -in INPUT_FILE -dbtype nucl -out OUTPUT_FILE

blastn -db DATABASE -query SEROTYPE_LOCI -out OUTPUT_FILE
-outfmt 76 gseqid evalue length pident”

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

beftools mpileup -f REFERENCE_FILE -0 OUTPUT_FILE --threads 4
INPUT_FILE

bcftools call --threads 4 -m -Ov --ploidy 1 -0 OUTPUT_FILE
INPUT_FILE

bcftools call --threads 4 -m -Ov -V ”snps” --ploidy 1 -0 OUTPUT_FILE
INPUT_FILE

bcftools view -i *(TYPE="snp” && QUAL<100) || (TYPE="ref’ &&
QUAL<50) || GT~"\." | DP<MIN_COV || DP>MAX_COV’ -Ov -0
OUTPUT_FILE INPUT _FILE

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

bcftools concat --threads -Ov -0 OUTPUT _FILE INDEL_FILE
BAD_BASE FILE
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Tabell A6. Terminalkommandon som anvands i klustrings-pipelinen.

Syfte Kommando
Hitta referens i VCF bcftools view -h INPUT_FILE | grep >##reference="
Hitta langd av tail -1 INPUT_FILE | awk ’{print $2}°

referensgenom i VCF
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