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Abstrakt

Bakterie mlééného kvaseni nachédzeji uplatnéni nejen v potravinaiském prumyslu, ale také
ve zdravotnictvi. Jsou souc¢asti mnoha fermentovanych mléénych vyrobkiu i bézné stievni
mikrofléry.

Pro identifikaci bakterii byla vyvinuta celd fada metod, v této préci se vSak zamétfime na
Rep-PCR a RAPD. Cilem bude zhodnotit vliv riznych korela¢nich koeficientt a algoritmu
shlukové analyzy dat na taxonomické zarazeni bakterii.

Summary

Lactic acid bacteria play important role both in food industry and health care. They are
part of many fermented dairy products and gastrointestinal microflora.

There is a whole variety of methods for bacteria identification, but we will focus on
Rep-PCR and RAPD only. The aim of this work will be to discuss the impact of different
correlation coefficients and cluster analysis algorithms on the results of taxonomic analysis.
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nomie, podobnost znaku, PCR, rep-PCR, RAPD.
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1. Uvod

Bakterie mlééného kvaseni jsou nesporulujici, grampozitivni koky nebo tycinky, které
spojuji podobné morfologické, metabolické a fyziologické charakteristiky. Radime sem bak-
terie rodu Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus, ale také bakterie rodu
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus a Weissella. Z historickych dtivoda byvaji k bakteriim mlééného kvaseni ta-
zeny také bakterie rodu Bifidobacterium. Ty sice s bakteriemi mlééného kvaseni sdili celou
fadu vlastnosti, ovSem nejsou fylogeneticky pfibuzné a lisi se metabolismem cukri [19].

Z primyslového hlediska je pravdépodobné nejvyznamnéjsi rod Lactobacillus. Ten ob-
sahuje celou fadu druhi, z nichz vétsina ma zcela nezastupitelnou tilohu nejen pri fermen-
taci potravin a krmiv, ale souc¢asné ptisobi probioticky. Ackoliv se nékteré druhy bakterii
rodu Lactobacillus i¢astni jistych infekénich onemocnéni, napf. endokarditidy u imunitné
oslabenych jedinci, nelze je oznacit za patogeny. Naopak, u zdravych lidi jsou laktobacily
pritomny v ustni dutiné, v tlustém stfevé a jsou dominantnimi mikroorganismy v Zen-
ské vaginé. Nezpochybnitelna je jejich schopnost stimulovat imunitu a branit prijmovym
onemocnénim. Zvazuje se také jejich pouziti jako nosi¢i pii vakcinaci [I, 2].

Genetické podstaté bakteridlniho rodu Lactobacillus je vénovana velkd pozornost.
V genomech jednotlivych druhi se predpokladaji rozsahlé zmény genetické informace
jak v podobé deleci, tak v dusledku horizontalniho pienosu genti. Tyto zmény jsou pak
zodpovédné za adaptaci jednotlivych druhti na rizné prostiedi.

Pro ptfesné urceni druhu, stanoveni taxonomickych zavislosti a vyzkum genetické pod-
staty bakterii rodu Lactobacillus se pouzivaji fenotypové (fyziologické a biochemické)
a molekularné-biologické metody. Ackoliv jsou fyziologické a biochemické metody pfinosné
pro vyzkum praktické aplikace bakterii, neumoznuji jednoznacnou identifikaci blizce pii-
buznych druhti. Proto se ke stanoveni piibuznosti pouzivaji nové molekularné-biologické
metody [7].

Lactobacillus sake

Obréazek 1.1: Bakterie Lactobacillus sake [11]



2. Teoreticka c¢ast

2.1. Identifikace a taxonomie bakterii

2.1.1. Zakladni pojmy

Molekularni diagnostika se ¢asto zabyva identifikaci izolovanych mikroorganismt s jejich
naslednym zafazenim do nékterého existujiciho bakterialniho taxonu (druhu). Aby nedoslo
k zaméné, je na tomto misté vhodné objasnit vyznam dvou pojmu — detekce a identifi-
kace. Detekci se rozumi kvalitativni zjisténi bakterie v analyzované matrici. Identifikaci se
rozumi srovnani urcované bakterie se znamou bakterii, napt. se sbirkovym nebo typovym
kmenem. Jednd se o proces, pii kterém se zjistuje, ke kterému znamému taxonu lze izolat
prifadit (v pfipadé negativniho vysledku se mize jednat o novy taxon). Pti analyze vét-
siho poctu izolath se vedle zarazeni do druhu studuje i jejich pribuznost. V mikrobiologii
existuje tizka souvislost mezi identifikaci a bakteridlni taxonomii.

Taxonomicka jednotka (OTU — operational taxonomic unit) je skupina konkrétnich or-
ganizmil, které maji spolecné urcité znaky, a tim se odlisuji od ostatnich taxonii. Taxon je
tedy zalozen na dostatecné mire vzajemné podobnosti jeho ¢lenii a zaroven na dostatecné
mife odlisnosti téchto ¢lenti od ¢lent patiicich do jiného taxonu.

Zakladni jednotkou mikrobialni taxonomie je druh (species, sp.). Podle soucasné fylo-
genetické definice druhu je tato jednotka u prokaryot definovana [9] jako:

e jasné vymezena skupina navzajem pribuznych kment zahrnujicich typovy kmen,
e sdilejici 70% a vyssi homologii DNA (metoda DNA reasociace),

e vykazujici, az na vyjimky, shodné fenotypové znaky,

e soucasné majici nékteré znaky odlisné od jinych skupin,

e rozdil v Ty (bodu tani) mensi nez 5 °C.

Ke stanoveni fylogenetického postaveni jakéhokoliv prokaryotniho organismu lze vyuzit
sekven¢ni analyzu 16S rDNA (nebo jinych konzervativnich genti). Hodnota podobnosti
97 % a vyssi je pri sekvencéni analyze uddvana jako hrani¢ni pro zastupce stejného druhu.
Geneticky pribuzné organismy, které maji v ramci daného druhu vysokou DNA homologii,
neodlisitelnou DNA-DNA hybridizaci, které se vSak odlisuji genotypem od dalSich kment
v rdmci druhu, se oznacuji jako podruh (subspecies — subsp., ssp.). Druhy jako zakladni
jednotky jsou seskupeny do roda (genus). Rod se skldda z jednoho ¢ vice druhd, ¢
podruhti.

Zakladni taxonomické kategorie jsou:

e doména (domain)
e kmen (phyllum)
e tiida (classis)

e 7ad (ordo)



2.1. IDENTIFIKACE A TAXONOMIE BAKTERII
e Celed (familia)
e rod (genus)
e druh (species)

Jak jiz bylo uvedeno, zédkladni taxonomickou jednotkou je druh. Jeho jméno se sklada
z jména rodového a druhového. Dalsi znaceni oznacuje urcity kmen. Taxonomickou jed-
notkou nizsi nez druh je poddruh. Pro kazdy druh je mezinarodni komisi stanoven typovy
kmen. Tento kmen, jehoz znaky by mély byt identické s ptivodnim popisem v odborné
literatute, je vedle ¢isla oznacen pismenem T. Je udrzovan v ¢isté kultuie a deponovan
v nékteré mezinarodné uznavané sbirce organismi. Vlastnosti typového kmene nemusi byt
typické pro dany druh. Soubory nebo populace bakterialnich bunék, které rostou na labo-
ratornich zivnych ptudach (tekutych nebo pevnych) se oznacuji jako bakterialni kultury.
Podle vysledku studia bakterialnich kultur se usuzuje na vlastnosti jednotlivych bunék.

2.1.2. Metody identifikace bakterii

K identifikaci bakterii se pouziva fada mikrobiologickych, biochemickych, analytickych
a fyzikalné-chemickych metod. Identifikace mikroorganismt ptivodné spocivala na stano-
veni fenotypovych vlastnosti. Mezi zakladni charakteristiky patii:

1. morfologie bunék (tvar, velikost, seskupeni, barveni podle Grama, barveni spor
apod.)

2. kultivaéni vlastnosti (tvar a pigmentace kolonii na pevném médiu, riist v tekutém
médiu)

3. fyziologické vlastnosti (vztah ke kysliku, teplotni rozmezi pro rist, citlivost ke Zlu-
¢ovym solim, k nizkému pH, citlivost na antibiotika, typ metabolismu — napt. fer-
mentativni, aerobné nebo anaerobné respiracni)

4. biochemické testy (vyuzivani sacharidi, redukce dusi¢nant, hydrolyza skrobu, Zela-
tiny, skulinu, diikaz tvorby indolu, sirovodiku, dekarboxylaz lyzinu nebo ornitinu,
diikaz produkce nékterych enzymt jako napi. katalazy, fosfatasy, arginin dehydro-
genasy, ureasy, oxidasy, koagulasy, beta-galaktosidasy apod.)

5. dalsi dopliiujici testy jako zjisténi sérologickych vlastnosti, citlivosti k bakteriofagim
a dalsi. Je znamo, Ze fyziologické, ptipadné dalsi vlastnosti lze ovlivnit podminkami
kultivace [4]. Proto se k identifikaci bakterii pouzivaji ve stéle vétsi mife molekulérné
biologické metody

6. molekularné biologické metody jsou zalozeny na fyzikalné-chemické charakterizaci
molekul (mastné kyseliny, proteiny, sacharidy, nukleové kyseliny), které jsou produ-
kovany mikroorganismy a tudiz jsou univerzalné pouzitelné

Molekularné biologické metody lze rozdélit do tii velkych skupin na zakladé typu
makromolekul pouzivanych k analyze:

e polysacharidy a lipidy
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e proteiny bunécéné stény a cytoplasmatické membrany
e nukleové kyseliny (DNA a RNA)

V diagnostice mikroorganismt se ze Sirokého spektra molekularné biologickych metod
bézné pouzivaji pouze nékteré. V soucasné dobé je davana prednost metodam zalozenym
na analyze DNA, protoze tu obsahuji vSechny burky. V dalsim textu budou zminény
pouze vybrané metody, které budou pouzity pii statistickém zpracovani vysledki. Jedna
se o metody:

e RAPD-PCR (ndhodné polymerazova fetézova reakce; RAPD), ktera se pouziva k de-
tekci polymorfizmi DNA. Je to typ PCR, pfi které jsou segmenty DNA amplifiko-
vany v ndhodnych, pfedem nedefinovanych mistech, ve kterych hybridizuje primer
o ndhodné sekvenci. Pouzivaji se kratké primery (8-12 nukleotidii), pfi¢emz znalost
DNA sekvence amplifikovaného fragmentu neni vyzadovéana [18, 20].

e Rep-PCR (polymerazova fetézova interrepetitivni reakce) je typizaéni metodou, pii
které se amplifikuji sekvence oddélujici v genomu rizné typy repetici, tj. v haploid-
nim genomu se opakujici DNA sekvence (napt. REP element, ERIC, BOX element,
IS elementy) [27].

e Restrikéni analyza amplifikované ribosomélni DNA (Amplified Ribosomal DNA Re-
striction Analysis - ARDRA), ktera je zaloZena na restrikéni analyze amplikont
(PCR produktt) [10, 26]. Pfedpokladem pouziti metody ARDRA je pfitomnost
vhodného cilového mista pro urcitou restriktasu v amplikonu. Jejich vyskyt v sek-
venci lze zjistit pomoci analyzy in silico. Celkové nebo ¢astecné sekvence jednotli-
vych bakterialnich druhti 1ze ziskat z databaze GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
ktera je soucasti Narodniho centra pro biotechnologické informace (NCBI) v USA.

Analyza in silico znamena provadét analyzu (experiment) na pocitac¢i nebo pomoci
pocitacové simulace. V této souvislosti je vhodné zminit vyznam nésledujicich ter-
mini: in vivo — provadét experiment na zivém organismu; in vitro — provadét experi-
ment v umélych, napi. laboratornich podminkach mimo organismus; ve ,zkumavce“
nebo ,,Petriho misce“; ex vitro — znamena provadét experiment s organismem (tkani)
mimo organismus za definovanych podminek.

2.1.3. Taxonomicka analyza

Na tirovni jednotlivych taxont, véetné bakterialnich druhii a podruht, existuje geneticka
diverzita, kterd umoziuje jejich rozliseni. Ke stanoveni diverzity se v rfadé pripadi po-
uzivaji separacni metody (gelova elektroforéza, chromatografické metody), obvykle jako
zpisob vyhodnoceni vysledki molekularné-diagnostickych metod. Vysledkem je zédznam,
ktery se nazyva fingerprint (otisk). V piipadé analyzy DNA, mohou mit otisky podobu
spekter restrikénich fragmenttt nebo produktiit PCR rozdélenych gelovou elektroforézou
nebo restrikénich fragmentd hybridizujicich se specifickou sondou. V pripadé analyzy pro-
teini mohou mit otisky charakter elektroforeogramu jednotlivych proteinti, hmotnost-
nich spekter peptidu ziskanych pomoci hmotnostni spektrometrie — napt. MALDI-TOF
(Matrix-assisted laser desorption/ionization — time-of-flight mass spectrometer). Na za-
kladé fingerprintd lze porovnéavat jednotlivé mikroorganismy mezi sebou a urcovat tak

6
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jejich genetickou pfibuznost (typizace). Analogickymi pojmy k DNA typizaci jsou DNA
profilovani a geneticky figerprinting (DNA profiling, DNA typing, genetic fingerprinting).

DNA fingerprinting je tedy technika, pomoci niz lze zobrazit profil DNA konkrétniho
organismu. Kdyz jsou s nezndmymi kmeny soucasné analyzovany jednoznacné identifiko-
vané typové a sbirkové kmeny, vysledkem miize byt zarazeni kment do urcitého taxonu
(vyuziti shlukové analyzy).

Mezi zakladni kritéria, jimiz jsou typizacni techniky vzajemné porovnavany, patii ty-
povatelnost, tj. mira schopnosti poskytnout jednozna¢ny vysledek pro kazdy testovany or-
ganismus (napf. druh), reprodukovatelnost, tj. pravdépodobnost dosazeni téhoz vysledku
pii opakovani testu, a rozliSovaci ucinnost, ktera urcuje schopnost metody spolehlivé od
sebe odlisit testované mikroorganismy (druhy, kmeny). Typiza¢ni metody zaloZené na
principu amplifikace DNA nabizeji jednoduché, rychlé a levné postupy analyzy mikroor-
ganismu.

2.2. Numericka taxonomie

Numerickéd taxonomie je dynamicky se rozvijejici obor, ktery vyuziva modernich techno-
logii pro sbér a analjzu taxonomickych dat. Casto se pouziva také ekvivalentni nazev,
matematickd taxonomie.

Filosofie numerické taxonomie je zaloZena na myslenkach, které vyslovil Michel Adan-
son jiz v roce 1763. Adanson tehdy odmitl nazor, Ze nékteré znaky mohou mit vétsi
dilezitost, a naopak vyslovil myslenku, zZe by taxonomie méla byt zalozena na analyze
podobnosti a ze je tedy nutné brat v tivahu vSechny znaky. Principy moderni numerické
taxonomie stanovili v roce 1973 Sneath a Sokal, kdyz navazali pravé na praci Adansona
[22]:

1. Klasifikace dat je tim pTesnéjsi, ¢im vétsi je soubor dat a pocet analyzovanych znak?.
Kazdy znak ma stejnou vahu.

Podobnost dvou entit je funkci podobnosti jejich jednotlivych znakii.

- N

Kazdé dva taxony je mozné odlisit, protoze kazdé dva rtizné organismy obsahuji
nékteré rizné znaky.

5. Z taxonomickych struktur a korelaci jednotlivych znakt je mozné ziskat jisté znalosti
o mechanismech vyvoje a evoluc¢nich cestach.

6. Taxonomie je empirickd véda.

7. Klasifikace je zalozena na podobnosti.

2.2.1. Taxonomicky znak

Pro odliSeni jednotlivych taxonii je zaveden pojem taxonomicky znak. Je to vlastnost,
ktera jednoznacné odlisuje jeden taxon od jiného. Prikladem miize byt produkce pigmentu.
Obecné plati, Ze taxonomicky znak mtize nabyvat dvou nebo vice stavi. Dilezité je, aby
se soucasné jednalo o jednotkovy znak, tedy znak dale nedélitelny.

Déle je pro numerickou analyzu dtlezité, aby analyzovany soubor dat obsahoval ale-
spofi 60 znaku (doporuceno je vice nez 80) [22].

7



2.2. NUMERICKA TAXONOMIE

2.2.2. Stanoveni podobnosti

Pro vyhodnoceni taxonomickych zavislosti je nutné stanovit podobnost jednotlivych ta-
xonomickych jednotek, tedy stanovit pribuznost analyzovanych dat. Zjisténa mira podob-
nosti bude zaviset na porovnavanych rysech a na zptsobu, jakym byla ziskana informace
kédovana. V nékterych pripadech byva vyhodnéjsi pracovat s pojmem opacnym, odlisnosti

[5].

2.2.3. Kdédovani znaku

Vhledem k mnozstvi analyzovanych dat se stavad nezbytnym pouziti vypocetni techniky.
Nejen z tohoto divodu je proto dilezita spravna volba znakt. Pro pocitacovou analyzu
jsou vyhodné zejména znaky dvoustavové. Nékteré znaky vsak ¢asto neni snadné na dvou-
stavové prevést. Jedna se kvalitativni vicestavové znaky, napi. barva kvéti (¢ervend, zluta,
bila. .. ), ¢ o kvantitativni vicestavové znaky, napt. pocet kvétii. Tyto znaky sice mizeme
prevést na dvoustavové, napi. urcenim, ze kvét je bily nebo barevny, je jeden nebo je
jich vice, ovSsem takovym pievodem pfidélime nékterym stavim vétsi vahu nez staviim
ostatnim. Tato odchylka se ovSem eliminuje pouzitim dostatecné velkého souboru znaku
[22].

2.2.4. Mira podobnosti pro binarni znaky

Obecné je mozné kédované znaky zapsat do matice o rozmérech ¢ x n, kde ¢t (pocet Ffadkiu)
oznacuje pocet taxonomickych jednotek a n (pocet sloupcil) pocet znaki. V nejbéznéj-
Sim piipadé ovsem pracujeme pouze s dvoustavovym kédovanim znakt. Vysledny tvar je
uveden v Tabulce 2,11

Tabulka 2.1: Mira podobnosti

1 0
1 a b a+b
0 c d c+d
a+c¢c b+d|a+b+c+d

Symbol a v tabulce oznacuje pocet znaki, pro které nabyvaji obé taxonomické jed-
notky hodnoty 1. Symbol b naopak predstavuje pocet znakti, ve kterych maji obé ta-
xonomické jednotky hodnotu 0. Pocet znakti, pro které nabyva taxonomické jednotka :
hodnoty 1 a taxonomicka jednotka j hodnoty 0, oznacuje symbol ¢. Obdobné pro hodnotu
d. Pocet shod je tedy a + d, pocet neshod b + ¢ [5, 22].

Vypoctem miry podobnosti se zabyva celad fada vzorct, z nichz uvedeme jen ty nej-
Castéji pouzivané [3, 5l 17]:

Jednoduchy koeficient shody

V roce 1958 zavedli Sokal a Michener tzv. jednoduchy koeficient shody (Simple Matching
Coefficient). Tento koeficient predstavuje pomér poc¢tu shod (tedy poc¢tu znaku, pro které
nabyvaji obé taxonomické jednotky soucasné hodnoty 1 nebo soucasné hodnoty 0) a cel-
kového poctu vsech znakii.
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a +d
Sij =
a+b+c+d
Jednoduchy koeficient shody je vyhodny, pokud hodnota 0 pokryva stejné mnozstvi
informace jako hodnota 1. V opa¢ném pripadé je vyhodnéjsi pouzit jiné koeficienty.

(2.1)

Jaccarduv koeficient

Na rozdil od jednoduchého koeficientu shody vylucuje Jaccardiv koeficient ,negativni®
shodu:

a

Sij = ———— 2.2

() a + b+ c ( )

Jedna se tedy o pomér pozitivnich shod k celkovému poctu znakl s vyjimkou vsech
negativnich shod. Vysledna hodnota Jaccardova koeficientu je zavisla na sméru kédovant;

zaménime-li tedy pozitivni a negativni shody, ziskame odlisny vysledek.

Diceuv koeficient

Tretim nejpouzivanéjsim koeficientem podobnosti je Dicetv koeficient (znamy téz jako
Czekanowskiho koeficient, Sorensentiv koeficient ¢i koeficient Nei and Li). Podobné jako
Jaccard vylucuje i Dice negativni shodu. Pritom ale dava dvojnasobnou vahu pozitivni
shodé:

2a
Sjj = —————
7 2a+b+c

Vysledna hodnota Diceova koeficientu je zavisla na sméru kédovani.

(2.3)

Ochiaiho koeficient

Nejvyssi hodnotou koeficientu je 1. Tato hodnota znac¢i dokonalou podobnost a koeficient
ji nabyva, pokud b = ¢ = 0, tedy pokud jsou zahrnuty pouze shodné znaky. Nulovou
hodnotu nabyva koeficient pro a = 0.

o5 = (2.4)

Jeffreyho koefficient

Jeffreyho koeficient (Jeffrey’s X coefficient) je vyjadfen jako soucet poméri poctu pozi-
tivnich shod ku poctu znakt jednotlivych taxonomickych jednotek:

a a
o 25
% a+b+a—|—c (2.5)

2.2.5. Mira podobnosti pro ordinalni znaky

Miru podobnosti pro ordinarni znaky lze vyjadrit pomoci Gowerova koeficientu podob-
nosti.
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Goweruv koeficient podobnosti

Nékdy byvaji taxonomické jednotky popsany binarnimi znaky, kvalitativnimi znaky na-
byvajicimi vice nez dvou stavii i kvantitativnimi znaky. V téchto pripadech je vyhodné
pouzit Gowertiv koeficient podobnosti:

Yk Sij
ZZ:1 Wijk
V zavislosti na tom, jestli je srovnani taxonomickych jednotek 7 a j shledano pro znak
k validnim, miZe vaha w;;, nabyvat hodnot 0 nebo 1. Hodnoty 0 pfitom nabyva, pokud
neni znak & pro jednu nebo obé taxonomické jednotky znamy. Jestlize plati, Ze w;;, = 0,
potom plati také, Ze s;;, = 0.

(2.6)

Sij

1. Bindrni znaky. Hodnoty a vahy pro binarni znaky uvadi néasledujici tabulka:

OTU i + + - -
OTU j + - + -
Hodnota s;;, 1 0 0 O

Pokud by byly taxonomické jednotky popsany pouze binarnimi znaky, odpovidala
by vysledna hodnota Gowerova koeficientu hodnoté Jaccardova koeficientu.

2. Kwvalitativni znaky s vice neZ dvéma stavy. Hodnota s;j;, = 1, jestlize je znak &
shodny pro obé taxonomické jednotky, a s;;; = 0, jestlize se obé jednotky ve znaku
k odlisuji.

Pokud by byla podobnost popsana pouze kvalitativnimi znaky, odpovidala by vy-
sledna hodnota Gowerova koeficientu hodnoté jednoduchého koeficientu shody.

3. Kwvantitativni data. Vypocet hodnoty s;;;, popisuje rovnice

1 — |2 — x|

Ry,

(2.7)

Sijk =

xii, resp. o je hodnota znaku £k pro taxonomickou jednotku 7 resp. j, Ry je rozsah
hodnot jednotlivych znaki v odpovidajici populaci nebo rozsah znaki v souboru
sledovanych taxonomickych jednotek.

2.2.6. Mira podobnosti pro kvantitativni data

Miru podobnosti pro kvantitativni data lze vyuzit pro stanoveni taxonomické vzdalenosti.

Taxonomicka vzdalenost

Vzdélenost mezi dvéma taxonomickymi jednotkami lze vypocitat velmi snadno jako 100
minus podobnost uvadéna v procentech.
Piimy vypocet nabizi vzorec Euklidovské vzdalenosti [5l, 22]:

dij = \J En: (xzk - -rjk>2 (28)

k=1
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Pramérnd taxonomicka vzdéalenost je potom definovana jako [5] 22]:
&
dij = ZJ (2.9)

Hodnoty korelacnich metrik lezi vzdy v rozmezi —1 az +1. 41 oznacuje tplnou korelaci,
zatimco —1 tplnou antikorelaci. Zadnou korelaci pak znad¢i 0 [12].

2.2.7. Korela¢ni metriky

Pearsonova korelace

Nejbéznéjsi ze vsech korela¢nich metrik je Pearsonova korelace (Pearson Product Moment
Correlation). Pearsonova korelace popisuje miru linearniho vztahu mezi dvéma promén-
nymi. Pfitom jde o pozitivni vztah — nabyva-li funkce na ose = vysokych hodnot, nabyva
vysokych hodnot také na ose y [12]:

n

im1 (i — ) (yi — )

Tp = (2.10)
n —\2 n —\2
\/[Zizl (z; — @) } [Ei:l (yi —7) }
Korelace Cosine
Velmi blizka Pearsonové korelaci je korelace Cosine:
r. 2im1 TiYi (2.11)

\/Zznzl 7 \/Z:‘Lﬂ y;
I tento korela¢ni koeficient méri blizkost k pfimce linearni regrese. Na rozdil od Pear-
sonovy korelace ovSem lezi pocatek grafu korelace Cosine v bodé (0,0) [12].

2.3. Shlukova analyza dat

Shlukova analyza dat zahrnuje celou fadu vypocetnich postupi, které umoznuji rozdélit
dany soubor dat na nékolik homogennich podmnozin takovym zptisobem, aby si byly
objekty uvnitf jednotlivych shluki co nejvice podobné. Objekty z rtznych shlukt by si
naopak mély byt podobny co nejméné.

Kromé biologie a chemie se shlukova analyza uplatiuje i v celé fadé dalsich obori,
napr. ve statistice, psychologii, pfi analyze dat nebo strojovém uceni.

Metody shlukové analyzy lze rozdélit na hierarchické a nehierarchicke.

2.3.1. Hierarchické shlukovaci metody

Shlukovaci proces hierarchickych metod méa charakter hierarchické posloupnosti rozkladi
mnoziny zadanych dat. Podle zpiisobu tvorby shluki se pfitom tyto metody déli na aglo-
merativni a divizivni. PTi vytvareni shluki se u aglomerativnich hierarchickych metod
tvori shluky postupné od nejmensich po nejvétsi. Pouzijeme-li k vytvareni shlukti divizivni
metody, budeme postupovat opacné — vsechny objekty se postupné rozdéli na skupiny,
které se rekurzivné déli déle [12].

11
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Na vstupu se algoritmu vzdy predava mnozina prvkd a matice nepodobnosti, ktera
obsahuje vzdalenosti mezi kazdymi dvéma prvky. Vystupem algoritmu je strom hierarchie
taxonomickych zavislosti, tzv. dendrogram.

Obecny tvar algoritmu lze shrnout do téchto kroku [24]:

1. V prvnim kroku tvoii kazdy objekt z mnoziny zadanych dat samostatny shluk.
2. Najdou se dva nejblizsi shluky a ty se propoji.
3. Vytvofi se nova matice podobnosti.

4. Pokud neexistuje pouze jeden shluk, pokracuje se 2. krokem.

Metoda nejblizsiho souseda (Single Linkage)

Metoda nejblizsiho souseda definuje podobnost dvou shlukt jako nejmensi vzdalenost mezi
libovolnymi dvéma objekty uvnitt dvou riznych shluk.
Matematicky je vzdalenost mezi dvéma shluky definovana jako [24]:

d.s = min (D (x,;, Ts;)) (2.12)

Metoda nejvzdalenéjsiho souseda (Complete Linkage)

Metoda nejvzdalenéjsiho souseda definuje podobnost dvou shluki jako nejvetsi vzdalenost
(nejmensi podobnost) mezi libovolnymi dvéma objekty uvnitf dvou shluka. Vznika tak
mnohem diferencovanéjsi diagram nez v piipadé metody nejblizsiho souseda. Tato metoda
je soucasné méné nachylna k sumu [24].

Matematicky se vzdalenost mezi dvéma shluky definuje takto:

dys = max (D (2,4, Tj)) (2.13)

Metoda Neighbor Joining

Podobné jako ostatni vyse uvedené metody, sjednocuje i metoda Neighbor Joining shluky
po dvojicich tak dlouho, dokud neztistane pouze jediny shluk. Kritériem sjednoceni jsou
ovsem tentokrat vzdalenost mezi dvojici shlukd a primérna vzdalenost k ostatnim uzltim
v grafu [21].

Dvojice shluku (7, j) se voli tak, aby byla hodnota @ (¢, 7) minimalni:

Qi.9) =D (ir) ~u (i) ~u(j), (2.14)
kde
vy =¥ 200, (2.15)

a r je pocet zbyvajicich shluki.

Poté, co je nalezena minimalni Q-hodnota, dojde k pfepoc¢tu matice vzdalenosti tak, ze
se odstrani sloupce a fadky ¢ a j. Soucasné je pridan novy radek a sloupec se vzdalenostmi
k novému shluku [21]:

12
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D (i, k) + D (j,k) — D (i,))
2

D (a, k) = (2.16)

Wardova metoda

Pti vybéru shlukt voli Wardova metoda takové dvojice, aby soucet ¢tverct vzdalenosti
jediny bod, v kazdé iteraci se slouci dva shluky. Jiz sloucené shluky se znovu nedéli.
Odchylka sumy ¢tverci pro shluk k& je definovana jako:

ng
Ek:Z||Zik_Z_kH27 (2.17)
i=1

kde z;;. je vektor proménnych ve shluku k, jehoz velikost je n, a stfedni hodnota Z.
Celkova odchylka sumy ¢tvercii pro g shluki je poté:

g
E=) E (2.18)
k=1

Protoze Wardova metoda minimalizuje sumu ¢tverci odchylek, maximalizuje homo-
genitu uvnitf shluki a souc¢asné minimalizuje mezishlukovou homogenitu [16].

UPGMA (Metoda pramérné vzdalenosti)

UPGMA (Unweighted Pair Grouping Method with Aritmetic-Mean) patfi mezi nejcastéji
pouzivané metody shlukové analyzy dat. Kritérium vzniku shlukd definuje UPGMA jako
priameérnou vzdalenost vsech objektti v jednom shluku k priimeérné vzdalenosti objektt ve
druhém shluku. UPGMA tedy pfi FeSeni problému analyzy dat spojuje pristupy metody
nejblizsiho i nejvzdalenéjsiho souseda.

Vypocet podobnosti mezi shluky r a s o velikosti n, resp. n, lze popsat rovnici:

1 Ny Mg

>3 (D(zp,my)) (2.19)

NeMs 527 =1

dr,s =

Metodu UPGMA je tfeba pouzivat s jistou obezretnosti, protoze dava vsem objektim
v souboru dat stejnou vahu. Proto je vzdy nutné pracovat s reprezentativnim vzorkem

dat [14].
WPGMA

Variantou algoritmu UPGMA je algoritmus WPGMA (Weighted Pair Grouping Method
with Arithmetic-Mean). Jedinou odli$nosti je pfitom moznost ptidélit riznym objektim
v souboru dat rtznou vahu. Timto zptsobem umoziuje WPGMA pokryt situaci, kdy
porovnavame data s rozdilnymi pocty objektt [14].

2.3.2. Nehierarchické shlukovaci metody

Nehierarchické shlukovaci metody naopak nevytvaii hierarchickou strukturu, ale rozkla-
daji vychozi mnozinu do podmnozin tak, aby bylo splnéno uréité kritérium [12].

13
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2.4. Polymerazova retézova reakce

Polymeréazova fetézova reakce (PCR) a postupy na ni zaloZené patii mezi nejvice po-
uzivané molekularné-diagnostické metody. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici syn-
téza urcitého tiseku DNA. K vybranym tsekiim komplementarnich vlaken denaturované
DNA se hybridizuji (pfipojuji) kratké syntetické oligonukleotidy (primery), od nichz pro-
bihé syntéza nového fetézce DNA. Syntéza je katalyzovana DNA dependentni DNA-
polymerasou. PCR je proces, pii némz se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné
stiidaji tii kroky, béhem nichz probihaji tfi odlisné déje [23]:

e denaturace dvoutetézcovych molekul DNA (94°C),
e piipojeni primeri k oddélenym fetézcim DNA (50-65°C),

e syntéza novych fetézci DNA katalyzovand DNA-polymerasou (65-75°C).

DM& primers DM & nucleot ides
- - polumerase [dTTF, dCTF, dATP, dGTF)

Taq

e DMA template strand j
denaturing ’
(95°C) 5
step 2:
anneali n-g

twa DNA strands section of DMNA

= to be amplified

ﬂ

m

(55 C) 5 ':I

-

-

-

Tag 4,

5 3 |5

El

repeat cycle o ‘:

(20-40 times) TN }b-’“ N

- }g - "
5.’

four DNA strand Taq
e FHrands 121 9295 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Obrézek 2.1: Polymerazova fetézova reakce [§]

Postupnym opakovanim tohoto procesu se exponencialné (2", kde n predstavuje pocet
cyklt) syntetizuje az 10° kopii vybraného tiseku DNA. Optimdlni podet cykli je zavisly na
vychozi koncentraci templatové DNA a zpravidla se pohybuje v rozmezi od 25-35 cykla.
Prilis vysoky pocet cykli vyznamné snizuje u¢innost DNA polymerasy. Vyslednym pro-
duktem PCR jsou amplikony, coz jsou tseky DNA definované délky o velikosti obvykle
desitek az tisic para bazi (bp). Jejich pfitomnost se v reakéni smési prokazuje elektroforé-
zou na agarosovém gelu nebo kvantitativnim mérenim mnozstvi produktu v redlném case
(PCR v redlném case).

Reakéni smés (obvykle v rozmezi 25-100 ul) se sklada z nasledujicich slozek:

e DNA templdt: slouzi jako matrice pro syntézu novych fetézci DNA. Obsahuje cilova

mista pro primery. Typickd mnozstvi bakterialni DNA, pfidavané do reakce, jsou 10
a 1ng a 10pg.
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e Oligonukleotidové primery: byvaji synteticky pfipravené a jsou komplementarni k DNA
templéatu, ktery mé byt amplifikovan. Typické primery maji 18-30 nukleotidti a ob-
sahuji 40-60 % GC bézi. Teplota tani primert byva v rozmezi 55-80 °C. Primery by
nemély byt mezi sebou komplementarni, zejména ne na 3’-konci, kde prekryti dvou
nebo tii bazi mize vést ke vzniku dimeru primerti, zejména pii nadbytku primert.
Potfebné koncentrace kazdého primeru pro jednu reakei je 0,1-0,5 umol-171.

e DNA-polymerasa: syntetizuje novou DNA ve sméru 5° — 3’ podle sekvence nukle-
otidi v komplementarnim fetézci DNA od mista navazani primeru. Ke katalyze se
pouzivaji termostabilni polymerasy, napt. Taq DNA-polymerasa izolovana z mikro-
organismu Thermus aquaticus.

o 2’-deoxynukleosid-5-trifosfaty (dNTP):. (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP) — stavebni
kameny pro syntézu nové DNA. Optimélni koncentrace je 200 umol-17*, toleran¢ni
rozpéti je 20-400 pmol-17'. Vysoké koncentrace dNTP (od 4 mM a vyse) piisobi
inhibi¢ng, protoze vyvazuji hofe¢naté ionty (Mg*").

o Mg** ionty: jsou nezbytné pro aktivitu DNA-polymerasy. Koncentrace Mg?" musi
byt optimalizovana pro kazdou kombinaci primerd a DNA templatu. Obvykle se
pouzivéa koncentrace 1,5 mM Mg?*. Toleran¢ni rozpéti je 0,5-8,0 mM. Vyssi koncen-
trace iontd snizuje specifitu PCR. U primert bohatych na G a C béaze je ale pouziti
vy$si koncentrace Mg?*™ vhodnéjsi.

e PCR pufr: vytvari optimalni prostifedi pro DNA polymerasu. Standardni reak¢ni
pufr obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3-8,8), 50 mM KCI, 1,5mM MgCl,. Ptipadné
muze jesté obsahovat acetamid, albumin, Zelatinu nebo Tween 20.

e Voda pro PCR: pouziva se na doplnéni PCR smési na pozadovany objem. Nejvhod-
néjsi je voda o odporu 18 mf2 nebo voda pro injekce CSL 4.

Pii separaci DNA se jako nosiCe pouzivaji agarosa (pro separaci molekul o velikosti
200-50 000 bp) a polyakrylamid (pro separaci molekul o velikosti 101000 bp).

2.4.1. Interrepetitivni polymerazové retézové reakce (rep-PCR)

Metoda interrepetitivni (repetitivni) polymerazové fetézové reakce (repeat sequence pri-
med, interrepeat polymerase chain reaction, rep-PCR) je typiza¢ni metoda, pii které se
amplifikuji sekvence v mezernikovych oblastech DNA, které oddélujici v genomu riizné
typy repetici: nap¥. repetitivni mimogenovy (mezernikovy) palindrom REP, konvenéni
enterobakterialni intergenova repetice ERIC, dlouhé roztrousené repetitivni elementy Re-
pMP3, mozaikové repetitivni BOX-elementy a tandemové opakované polynukleotidové
sekvence (GTG),. Uvedené repetice jsou typické pro genomy mnoha bakteridlnich druhi
a v fadé pripadi i pro jednotlivé kmeny. K amplifikaci dojde, kdyz se sekvence nachazeji
v genomu v obracené orientaci a v amplifikovatelné vzdalenosti. Vysledkem amplifikace
je fingerprint obsahujici vice amplikonti rtizné velikosti (délky) [23].
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2.4.2. Nahodna polymerazova retézova reakce (RAPD)

Metoda néahodné polymerazové fetézové reakce (ndhodna amplifikace polymorfni DNA,
Randomly Amplified Polymorphic DNA — RAPD) se pouziva k detekci polymorfizmii
DNA. Pri amplifikaci se pouziva jeden primer o délce 8-12 nukleotidi s ndhodnou sekvenci,
za malo prisnych podminek hybridizace primeru. Dochéazi k nasednuti primeru na vice
mistech DNA, ktera nejsou od sebe prili§ vzdalend a umoznuji hybridizaci primert na
protilehlé fetézce DNA s 3’-konci sméfujicimi proti sobé. Vysledkem amplifikace je vznik
vice amplikonti o riizné délce. Vyhodou této metody je skutecnost, Zze nemusi byt znama
sekvence DNA analyzovaného mikroorganismu [18].
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3. Experimentalni cast
3.1. PCR — pouzité metody

Cilem této bakalarské prace bylo zhodnotit vliv korelac¢nich koeficientt a algoritmt shlu-
kové analyzy dat na taxonomické zatazeni bakterii rodu Lactobacillus.

Zhodnoceni algoritmt bylo provadéno s daty ziskanymi z polymerazovych fetézovych
reakci rep-PCR s vyuzitim primeru (GTG)s; a RAPD s vyuzitim primeru M13. Vsechna
data byla prevzata z prace Turkové [25], proto je uvedeno pouze kratké shrnuti postupii
a metod pouzitych pro pripravu a vyhodnoceni PCR.

3.1.1. Priprava DNA

Bakterialni DNA byla izolovana z bakteridlnich bunék rodu Lactobacillus kultivovanych
v médiu MRS. Po lyzi bunék byla provedena fenolova extrakce. DNA byla nasledné pie-
¢isténa vysrazenim ethanolem.

3.1.2. Rep-PCR s DNA zastupcu rodu Lactobacillus s vyuzitim
primeru (GTG);

PCR smés navrzena pro typizaci bakterii rodu Lactobacillus byla pfipravena z komponent
uvedenych v tabulce. Pro analjzu DNA s vyuzitim interrepetitivnich sekvenci bylo mozné
pouzit primery (GTG)s [9]. Primer (GTG); ve své sekvenci obsahuje pétindsobnou repetici
sekvence GTG:

5 GTG GTG GTG GTG GTG 3’

PCR smés byla namichéna z nize uvedenych komponent (Tabulka [3.1):
Tabulka 3.1: Komponenty PCR smési

Komponenta Objem (ul)
Voda pro PCR 8,0
10x koncentrovany pufr bez MgCly | 2,5
MgCl, (25 mM) 5,0
DMSO 0,5
dNTP smés (10 mM) 1,0
Primer (GTG);5 (10 pmol-pl™t) 2,0
Tag DNA polymeraza (1 U-ul™!) 1,0
DNA matrice 5,0
Celkem 25,0

Vsechny slozky PCR smési byly dikladné promichany, kratce centrifugovany a mikroz-
kumavky byly umistény do termocykleru. Jako negativni kontrola je mozné pouzit PCR
smés bez matricové DNA. Jako pozitivni kontrola lze pouzit DNA sbirkového nebo ty-
pového kmene o koncentraci 10 ng-ul~. Amplifikace probihala za nésledujicich podminek

(Tabulka [3.2):
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3.1. PCR - POUZITE METODY
Tabulka 3.2: Podminky amplifikace s primerem (GTG)s

Krok | Program Podminky
Teplota (°C) | Cas (min)
1 Denaturace 94 1
Hybridizace primeru 50 1
3 Syntéza fetézce DNA 68 1

PCR smés byla pred prvnim cyklem zahtata na teplotu 94 °C po dobu 5 minut. V po-
slednim cyklu byla doba syntézy fetézce DNA (teplota 68 °C) prodlouzena na 10 minut.
Amplifikace byla provadéna ve 33 cyklech. Po ukonc¢eni PCR byly vzorky analyzovany
pomoci gelové elektroforézy na agarosovém gelu o hustoté 1,4%. Na gel bylo naneseno
7wl smési, kterd vznikla smichdnim 25ul PCR produktu a 5 ul nanaSeciho pufru. Elektro-
foréza probihala pti napéti 30 V po dobu 16 hodin. Pti detekci PCR produktu byl pouzit
velikostni standard DNA (fragmenty v rozmezi 100-1 500 bp; zebficek) v mnozstvi 5 ul.

3.1.3. RAPD-PCR s DNA zastupct rodu Lactobacillus s vyuzi-
tim primeru M13

Pro typizaci kmend rodu Lactobacillus lze pouzit primer M13 navrzeny Rossettim et
al.[18]:

5 GTA AAA CGA CGG CCA GT &

PCR smés navrzend pro typizaci bakterii rodu Lactobacillus byla pripravena z kom-
ponent uvedenych v Tabulce [3.3] [13} [18]:

Tabulka 3.3: Komponenty PCR smési

Komponenta Objem (ul)
Voda pro PCR 7,5
10x koncentrovany pufr bez MgCly | 2,5
MgCl, (25 mM) 5,0
DMSO 0,5
dNTP smés (10 mM) 1,0
Primer M13 (10 pmol-ul™t) 2,0
Tagq DNA polymerasa (1U-ul™t) 1,5
DNA matrice 5,0
Celkem 25,0
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3.2. VYHODNOCENI PCR

Amplifikace probihala za nasledujicich podminek (Tabulka :

Tabulka 3.4: Podminky amplifikace s primerem M13

Krok | Program Podminky
Teplota (°C) | Cas (min)
1 Denaturace 94 1
Hybridizace primeru 45 1
3 Syntéza fetézce DNA 72 1

PCR smés byla pred prvnim cyklem zahtata na teplotu 94 °C po dobu 5 minut. V po-
slednim cyklu byla doba syntézy fetézce DNA (teplota 72°C) prodlouZena na 10 minut.
Amplifikace byla provede ve 40 cyklech. Po ukonc¢eni PCR byly vzorky analyzovany po-
moci gelové elektroforézy na agarosovém gelu o hustoté 1,4 %. Pro gelovou elektroforézu
byl pouzit velikostni standard s fragmenty DNA o definované velikosti (fragmenty DNA
o velikosti 100-1 500 part bazi, bp; DNA Zebficek).

3.1.4. Gelova elektroforéza DN A

1.

Byl pfipraven agarosovy gel o pozadované koncentraci v 0,5x TBE pufru; suspenze
byla peclivé rozvafena v mikrovlnné troubé, roztok se nechal vychladnout na tep-
lotu asi 60 °C a bylo pfidano 100 ul ethidiumbromidu. Roztok byl nasledné nalit do
elektroforetické vanicky s hiebinkem a poté ponechan 30 min az 1 hodinu tuhnout.
Pred nanasenim vzorku na gel byl hifebinek opatrné vyjmut.

. Na podlozce (prouzek polyethylenu) nebo v mikrozkumavce bylo smichano 5 ul DNA

s 1,5 ul nanaseciho pufru (6x koncentrovany). Smés byla nanesena do komurky gelu
(ve sméru zprava doleva).

. Vedle DNA byl na gel nanesen také velikostni DNA standard. Gel byl vlozen do elek-

troforetické vanicky v takové orientaci, aby zaporné nabita DNA migrovala k anodé.
Vanicka s gelem byla opatrné prevrstvena 0,5x TBE pufrem do vysky 2-3 mm nad
gel a poté byl zapnut elektricky zdroj (1,5 V-cm™! pies noc).

Separace byla ukoncena v okamziku, kdy nanéseci pufr doputoval do 2/3 délky
agarosového gelu.

. Po skonceni elektroforézy byl gel po dobu nejméné 1hod. obarvovan ethidium bro-

midem (0,5 ug-ml™).

Gel byl oplachnut v destilované vodé, umistén na transiluminator a vyhodnocen
v UV svétle o vinové délce 305 nm.

Byla provedena fotografickd dokumentace gelu pomoci digitalniho fotoaparatu.

3.2. Vyhodnoceni PCR

Fingerprinty ziskané pomoci rep-PCR s primerem (GTG)5 a RAPD s primerem M13 byly
porovnany pomoci programu BioNumerics (Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Bel-
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3.2. VYHODNOCENI PCR

gie). Analyzovany byly fingerprinty druhti rodu Lactobacillus, konkrétné L. casei, L. pa-
racaset, L. zeae, L. thamnosus, L. plantarum, L. salivarium, L. fermentum, L. acidophilus
a L. gasseri. Tyto mikroorganismy byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM)
(Brno, CR) resp. Sbirky mlékaiskych mikroorganismii Laktoflora (CCDM) (Téabor, CR).
Kromé uvedenych druhtt byly analyzovany také fingerprinty laktobacilii izolovanych ze
stolice pIné kojenych déti, které byly ziskany od prof. Ing. V. Rady, CSc. (Ceské zemédél-
ska univerzita v Praze) a jsou ulozeny ve sbirce Laktoflora. Uvedené kmeny jsou oznaceny
prefixem RL.

Vyhodnoceni bylo provedeno pro Jaccarduv, Jeffreyho, Dicetiv a Ochiaiho koeficient,
pro korela¢ni koeficienty Pearson a Cosine a pro algoritmy shlukové analyzy dat UPGMA,
Wardovu metodu, metodu Single Linkage a metodu Complete Linkage.
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4. Vysledky
4.1. Shrnuti vysledku druhové specifické PCR

Pti analyze algoritmil jsme vzali v ivahu vysledky druhové specifické PCR z diplomové
prace Turkové [25]. Nejprve jsme provérili zakladni algoritmy shlukové analyzy pro priamér
z fingerprinti rep-PCR a RAPD. Ovérili jsme, zdali druhovou specifitu potvrzuje také
shlukova analyza pomoci UPGMA s Pearsonovym korelacnim koeficientem, ktera byva
obvykle doporucovana pro vypocet dendrogrami s druhy rodu Lactobacillus, a provedli
jsme srovnani vysledkt s vysledky vypoc¢itanymi pomoci riznych koeficientii.

Zarazeni mikroorganismti pomoci druhové specifické PCR popisuje Tabulka 4.1

Tabulka 4.1: Druhové zafazeni kmenii RL zjisténé pomoci druhové specifické PCR [25]

Lactobacillus
fermentum| johnsonit | paracasei| rhamnosus| salivarius| sp.
RL12 RL2-P RL4-P RL1-P RL15 RL6-P
RL12-PA RL5-P RL4-5A RL3 RL15-P RL7-P
RL12-PB RL8-P RL4-5B RL3-P RL16-P RL20-P
RL16 RL13 RL10 RL9-P RL26-P
RL16-P RL13-P RL10-P RL11 RL27-P
RL23-P RL13-7AP | RL10-5A | RL11-P RL27-7A2
RL25-P RL13-8AP | RL10-5B | RL14 RL28-P
RL27-7TA1 RL22 RL19-P RL14-P
RL22-P RL21-P RL17
RL24-P RL17-P
RL18
RL18-P
RL29-P
RL30-P

4.2. Porovnani algoritmu pro 1. sadu fingerprinta

Pomoci dendrogramu sestrojeného na zakladé shlukové analyzy dat UPGMA (Obrazek
[.1] Tabulka s priimérem z fingerprintt pro rep-PCR a RAPD jsme ovéfili tispésnost
algoritmu pfi analyze zadanych dat. Obdobné ovéteni bylo provedeno také pro Wardovu
metodu (Obrézek [£.2] Tabulka i metody Neighbor Joining (Obrazek Tabulka
, Single linkage (Obrazek , Tabulka a Complete linkage (Obrézek Tabulka

10).
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

4.2.1. Metoda UPGMA

Vysledky shlukové analyzy dat pomoci metody UPGMA jsou uvedeny na Obr. a
v Tabulce 421

GTGS +M15[UFGMA) GTG5 M13
D DU DU JUUS JUNE-E T B AN BT o
_|: E || Lacdobacillus salivariue  salivarius CCR 7F3IE1T
|..,| Lactobacillus johnsonii CCM 43847
- | | || || Ladobacillus =p. RLE-P
|| ||| || | Ladobacilluz salivariuz  salivarius CCh 7274
_[ || ||| | Ladobacilluz salivarius CCDM 2MENE
— | || ||| Lacobacilluz =p. FL15
- || || || Ladobacilluz sp. RL15-P
I Lactobacilus acidophilus CCM 4833T
] -I: | | | Lactobacillus sp. RL24-P
- || | | Ladtobacillus gasseti CChl 00T
| | Lactobacillus gasseri KT
| ||| Lactobacillus =p. RL13
_|: | | ||| Lacdtobacillus =p. RL22
e Ladtobacilus sp. RL2-F
| | | ||| Ladobacillus =p. RL13-P
E || | ” Ladobacilluz =p. RL13-74P
| ||| ||| | Ladobacilluz sp. RL20-P
| ||E |EE || | | | Ladtobacillus plartarum CChl FO3AT
||| | || | | Ladobacilus sp. RL26-P
{ | || | Ladobacilus sp. RL13-G4P
|| | Ladtobacilus sp. RL22-F
| | || | . Ladobacillus =p. RL&-P
| |||| |||| Ladobacilluz sp. RL7-P
i (ecotecis o e
| | || |||| Ladobacillus =p. RL5-P
LI Ladtobasilus sp. RL1Z
S Cactoacits = s
I Lactobacilluz sp. RL1G-P
I: (RNRIRE Lactobacillus sp. RL23-P
[ (NRINIARL Lactobacillus sp. RL27-721
- I” |I||I || | Ladtobacillus fenmetum CiChW 71927
| | ||||| || | Lactobacillus sp. RL1Z2-PE
LT Ladobacillus sp. RL27.742
{ — Il
— |||||| || Ladobacilluz =p. RL25-P
|||| || ||| Ladobacilluz sp. RL28-P

Obrazek 4.1: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy UPGMA s primeérem
z fingerprinti pro rep-PCR a RAPD
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Tabulka 4.2: RozliSeni kmentl analyzovanych pomoci algoritmu UPGMA nad primérem

4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

z fingerprintti pro rep-PCR a M13. Hladina podobnosti 91 % a 93 %.

Skup. | Podsk.| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(91%)| (93 %)| Lactobacillus Lactobacillus
1 1 salivarius ssp. salivarius CCM 75611 | RL15 saliwarius
salivarius ssp. salivarius CCM 7274 | RL15-P
salivarius CCDM 216/06
johnsonii CCM 438471 RL2-P johnsonii
RL13
RL13-P
RL13-7TAP
RL22
RL24-P
acidophilus CCM 48337 RL6-P Sp.
gasseri CCM 70091
gasseri K7
11 RL20-P sp.
II1 plantarum CCM 70391
v RL26-P Sp.
\% RL13-8AP | johnsonii
RL22-P
VI RL8-P johnsonii
VII RL7-P sp.
RL27-P
VIII RL5-P johnsonii
11 IX fermentum CCM 71921 RL12 fermentum
RL12-PB
RL16
RL16-P
RL23-P
RL27-7TA1
X RL27-7A2 | sp.
XI RL12-PA | fermentum
RL25-P
111 XII RL28-P sp.

Z Tabulky [4.2] vyplyva, Ze se nad hladinou podobnosti 91 % vytvofily pomoci UPGMA
3 skupiny a nad hladinou podobnosti 93 % 12 skupin. Prvni skupina zahrnuje kmeny druhu
L. johnsonii, L. salivarius, L. gasseri a L. plantarum, druha skupina potom druh L. fer-
mentum. Rozdéleni s nizsi hladinou vyznamnosti bylo pouzito ve snaze ziskat podrobnéjsi
zatazeni jednotlivych kmenti do druhii — zvlasté rozdéleni prvni skupiny na jednotlivé
kmeny. Presto nebyly nékteré z RL kment zafazeny do skupiny s odpovidajicim typo-
vym/sbirkovym kmenem.
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

4.2.2. Wardova metoda

Vysledky shlukové analyzy dat pomoci Wardovy metody jsou uvedeny na Obr. a
v Tabulce 3]

GTGS + M15 ([ Ward] GTG5 M13
By B ¢ B 8 8 8% ;06 5 8 F i o
E || Lacdtobacillus salivariue  salivariue CCR 7F3IE1T
4|—£ ||..,| Lactobacillus iohnsonii COM 43847
— | | || . || Ladobacillus =p. RLE-P
— [l ] Lactobacilus sp. RL13-34P
| | | Ladobacilluz =p. RL22-P
| | | ||| Lacobacilluz =p. RL13-P
_[ ol e Ladobacilus sp. RL13-74P
— E— | | || | Ladobacilluz =p. RL&-P
| || | || | | | Ladabacillus plartarum CCh o 703AT
-I: | || | | Ladobacilluz zp. RL20-P
[ Ladobacilus acidophius COM 4833T
4|_E | | | Lactobacillus =p. RL24-P
— || | | Ladtobacillus gasseri CiCh F008T
| | Ladobacillus gasseri KT
| : ||| Ladobacillus =p. RL13
<|_£ | | || | Ladobacillus =p. RL2Z
& el Ladobaciluz =p. RL2-P
||| | || | | Lactobacillus sp. RL26-F
|| ||| . || | Ladobacillus salivariuz  salivarius CCM 7274
|| ||,|| . || Lacdobacillus salivarius CCDM 2606
4| | || ||| Lactobacillus sp. RL1S
|| ” . | || Ladobacillus =p. RL15-P
| |||| |||| Ladobacilluz sp. RL7-P
E || | || | | Ladobacillus =p. RL2Z7-P
| | || | Ladobacillus =p. RL5-F
— BRI Ladtobasilus sp. RL26-F
| || ” ||| || Lacdtobacillus =p. RL12
|| || ||| || Lactobacillus zp. RL1G
| || ||| ||| | || Lactobacillus =p. REL15-P
|| ||| || | Lactobacillus ferm etum CCRM 71927
% | I | ||| || | Ladobacillus sp. RL27-782
ARNINN Ladobacilus sp. RL23P
” || || ”l || Ladobacillus =p. RL27-7441
| | ||||| || | Ladobacillus =p. RL12-PB
: I Lactobacilus sp. RL12-PA,
””“ || Lactobacillus zp. RL25-P

Obrazek 4.2: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy Ward s primérem z fin-
gerprintd pro rep-PCR a RAPD
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

Tabulka 4.3: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu Ward nad primeérem z fin-
gerprintt pro rep-PCR a M13. Hladina podobnosti 80 % a 82 %.

Skup. | Podsk.| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(80%)| (82%)| Lactobacillus Lactobacillus

1 1 salivarius ssp. salivarius CCM 756171

johnsonii CCM 43841 RL2-P johnsonii
RLS-P
RL13
RL13-P
RL13-7AP
RL13-8AP
RL22
RL22-P
RL24-P

plantarum CCM 70391 RL6-P Sp-
acidophilus CCM 48337 RL20-P

gasseri CCM 7009 RL26-P
gasseri K7
11 salivarius ssp. salivarius CCM 7274 | RL15
salivarius CCDM 216/06 RL15-P
111 RL5-P johnsonii
RL7-P Sp.
RL27-P
RL28-P

11 v fermentum CCM 71921 RL12 fermentum
RL12-PA
RL12-PB
RL16
RL16-P
RL23-P
RL25-P
RL27-7TA1
RL27-TA2 | sp.

Pomoci algoritmu Ward se na hladiné podobnosti 80 % vytvofily 2 skupiny a na hladiné
podobnosti 82% 4 skupiny. V podrobnéjsim déleni nebyl jeden z RL kment (RL-5P)
zafazen do skupiny s odpovidajicim typovym/sbirkovym kmenem (L. johnsonii), ale do
skupiny bez typového/sbirkového kmene. Pfesto lze Fici, ze Wardiv algoritmus provedl
rozdéleni do podskupin o néco lépe nez algoritmus UPGMA — ve stejné skupiné jsou témeér
vSechny RL kmeny L. johnsonii a vSechny RL kmeny L. fermentum.
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

4.2.3. Metoda Neighbor Joining

Vysledky shlukové analyzy dat pomoci metody Neighbor Joining jsou uvedeny na Obr.

4.3 a v Tabulce [4.4]

GTIG5 + M13 [ Meighbar Jaining)

GTGS

M13

-

—

—

L_

|
Lactobacillus

Lactobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus

salivarius
=0

SR,
zalivarius
zalivarius
gaszeri
plantarum
Sp.

Sh.
gaszeri
=

=
acidophilis
SR,

sh.

Sp.

Sh.

=

=

=0

SR,
john=onii
Sp.

SR,

sh.

Sp.

Sh.

Sh.

fenm etum
=

=0

SR,

sh.

Sp.

Sh.

Sh.

salivariug CCM TIETT
RL15-P
RL1S

zalivarius CChM 7274
CCOM 216108
KT
CCM T039T
RL28-P
RLE-P
CCM 0097
RL24-P
RL20-P
CCM 48337
RL13-P
RL13-74P
RL2-P
RL13
RL22
RL13-84P
RL22-P
RL&-F
CCM 43847
RL25-P
RL12-P&
RL12-FB
RL23-P
RL27-741
RL27-742
CCM 71927
RL16-P
RL12
RL1G
RL26-P
RLS-P
RL7-P
RL2T-P

Obrazek 4.3: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy Neighbor Joining s pri-
meérem z fingerprintt pro rep-PCR a RAPD
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

Tabulka 4.4: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu Neighbor Joining nad
prumérem z fingerprintt pro rep-PCR a M13. Hladina podobnosti 93 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni

(93 %) | Lactobacillus Lactobacillus

I saliwarius ssp. salivarius CCM 756171
11 saliwarius ssp. salivarius CCM 7274 | RL15 salwarius
salivarius CCDM 216/06 RL15-P
111 gasseri K7

v plantarum CCM 703971 RL6-P sp.
RL28-P

v gasseri CCM 7009 T

VI acidophilus CCM 483371 RL20-P | sp.

RL24-P johnsonii
VII RL13-P johnsonii
RL13-7TAP

VIII johnsonit CCM 438471 RL2-P johnsonii
RL8-P
RL13
RL13-8AP
RL22
RL22-P

IX fermentum CCM 71921 RL5-P fermentum
RL12
RL12-PA
RL12-PB
RL16
RL16-P
RL23-P
RL25-P
RL27-7TA1
RL7-P Sp.
RL26-P
RL27-P
RL27-7TA2

Pomoci algoritmu Neighbor Joining se nad hladinou podobnosti 93 % vytvorilo 9 sku-
pin (Tabulka [4.4). N&kolik RL kment (RL24-P, RL13-P a RL13-7AP) pfitom nebylo
zatazeno do skupiny s odpovidajicim typovym/sbirkovym kmenem (L. johnsonii). Pokud
bychom pouzili nizsi hladinu podobnosti, byly by do jedné skupiny zafazeny kmeny druhu
L. fermentum i L. johnsonii.
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

4.2.4. Metoda Single linkage

Vysledky shlukové analyzy dat pomoci metody Single linkage jsou uvedeny na Obr. a
v Tabulce 5]

GTES + M13[ Singlelinkage] GTGS M13
B R & % ® o5 g o8& B.og oz g
E || Lacdobacillus salivariue  salivarius CCR 73IE1T
””, Lacdobacillus johnsonii CICM 43847
_|: || ||| . || Ladobacillus salivariuz  salivarius CCM 7274
” ||| : Ladobacillus  =alivarius CODM MBI
— | ” Ladobacilluz =p. RL15S
|| ” Lacdtobacillus =p. RL15-P
| Lactobacillus acidophiluz CCM 4333T
| . Lacobacilus sp. RL24-P
1 || | Ladobacillus gasseri CCh F00AT
B —— | Lactobacillus gasseri KT
| Ladobacilus sp. RL13
—_|: | | Lactobacillus =p. RL22
- | | Lacdtobacillus =p. RL2-P
| ]} Ladtobacilus sp. RL13-B&P
] |: || Ladobacilus sp. RL22-P
. ]] Ladobacilus sp. RL13-P
_|: E || Lacobacilluz =p. RL13-FaP
. | | || E Lactobacilluz =p. RLEG-F
_‘7— | || | , Ladobacillus =p. RL3-F
- || | || Ladobacillus =p. RL2Z7-P
Ladobacillus sp. REL20-P
] | ”. |“ || | | | | Ladobacillus plantarum Cioh T03AT
||| | ” : Ladobacilluz =p. RL28-P
|| || || | Ladobaciluzs =p. RL23-P
” || || | Ladobacillus =p. RL27-741
| || ” | Ladobacilluz =p. RL12
| || ||| ; x Lacobacilluz =p. RL1G
LI Lactobacilluz sp. RL1G-P
|| ||| || | Ladtobacillus fenmetum CCh 71927
[ LI Lactobacillus sp. RL1Z-PE
||||||| | Lactobaciluzs =p. RL1Z-PA,
””“ || Ladobacilluz sp. RL25-P
LILET: Ladtobacilus sp. RL7.F
Ll I Ladobacillus sp. RL27.782
E | | || || | Ladaobacilluz zp. RL5-F
|||| || ||| Ladobacilus sp. RL25-P

Obrazek 4.4: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy Single linkage s primeé-
rem z fingerprintt pro rep-PCR a RAPD
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

Tabulka 4.5: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu Single linkage nad prii-
mérem z fingerprintd pro rep-PCR a M13. Hladina podobnosti 94 % a 95,4 %.

Skup. | Podsk.| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(94%)| (95 %)| Lactobacillus Lactobacillus
1 1 salivarius ssp. salivarius CCM 75611 | RL15 saliwarius
salivarius ssp. salivarius CCM 7274 | RL15-P
salivarius CCDM 216/06
johnsonii CCM 438471 RL2-P johnsonii
RL8-P
RL13
RL13-P
RL13-7TAP
RL13-8AP
RL22
RL22-P
RL24-P
acidophilus CCM 483371 RL6-P sp.
gasseri K7 RL27-P
gassert CCM 7009 L
11 RL20-P sp-
II1 plantarum CCM 703971
v RL26-P sp.
11 Vv fermentum CCM 71927 RL12 fermentum
RL12-PB
RL16
RL16-P
RL23-P
RL27-7TA1
VI RL12-PA | fermentum
RL25-P
II1 VII RL7-P sp.
v VIII RL27-TA2 | sp.
A% IX RL5-P johnsonii
VI X RL28-P Sp-

Pomoci algoritmu Single linkage se na hladiné podobnosti 94 % vytvotilo 6 skupin,
na hladiné podobnosti 95,4 % potom 10 skupin (Tabulka . P1i podrobnéjsim déleni
nebyly RL kmeny RL5-P, RL12-PA a RL25-P zatazeny do skupiny s odpovidajicim typo-
vym/sbirkovym kmenem (L. johnsonii resp. L. fermentum). Ani pfi hrubsim déleni nebyl
RL kmen RL5-P zatazen do skupiny s typovym kmenem L. johnsonii. Ptesto RL kmeny
L. salivarius a L. johnsonii spadaji do stejné skupiny.
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

Vysledky shlukové analyzy dat pomoci metody Complete linkage jsou uvedeny na Obr.
[4.5] a v Tabulce (4.6

GTIG5 + M13 [ Complete linkage |

GTGS

M13

S % bl Hﬁh

|

i
Lactobacillus

Lactobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Ladobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus

salivarius
salivariues
SR,

sh.

Sp.

Sh.
zalivariug
john=onii
Sh.
plantarum
=

=

=0

SR,

sh.
acidophilus
Sh.
gaszeri
gaszeri
=0

SR,

sh.

Sp.

SR,

sh.

Sp.

Sh.

Sh.

=

=

=0

SR,

sh.

fenn etum
Sh.

Sh.

salivarius CCM 7274

salivariug

CCDOM 216008
RL13
RL15-P
RL13-P
RL13-74P
CCM TSETT
CCM 43547
RLE-P
CCM T039T
RLZO-P
RLZ23-P
RLV-F
RLZT-P
RLS5-F
CCM o 4833T
RLZ24-P
CChoT00aT
KT

RL13
RLZ22
RLZ2-F
RL26-P
RL13-84P
RLZ22-P
RL&-P
RL23-P
RL27-7 41
RL12-FB
RLZ2V-7 o2
RL12
RL16
RL16-P
CCM T182T
RL12-PA&
RL25-P

Obrazek 4.5: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy Complete linkage s pri-

meérem z fingerprintt pro rep-PCR a RAPD
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4.2. POROVNANI ALGORITMU PRO 1. SADU FINGERPRINTU

Tabulka 4.6: RozliSeni kmenii analyzovanych pomoci algoritmu Complete linkage nad
prumérem z fingerprintt pro rep-PCR a M13. Hladina podobnosti 87 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni

(87 %) | Lactobacillus Lactobacillus

I saliwarius ssp. salivarius CCM 75611 | RL15 saliwarius
salivarius ssp. salivarius CCM 7274 | RL15-P
salivarius CCDM 216/06

johnsonii CCM 43847 RL2-P johnsonii
RL5-P
RL8-P
RL13
RL13-P
RL13-7TAP
RL13-8AP
RL22
RL22-P
RL24-P

plantarum CCM 70391 RL6-P sp.

acidophilus CCM 483371 RL7-P
gasseri K7 RL20-P

gasseri CCM 7009 T RL26-P
RL27-P
RL28-P

11 fermentum CCM 71927 RL12 fermentum
RL12-PA
RL12-PB
RL16
RL16-P
RL23-P
RL25-P
RL27-7A1
RL27-7A2 | sp.

Pomoci algoritmu Complete linkage se nad hladinou podobnosti 87 % vytvorily pouhé
2 skupiny (Tabulka. RL kmeny L. salivarius a L. johnsonii spadaji do stejné skupiny,
RL kmeny L. fermentum tvofi samostatnou skupinu.

4.2.6. Zhodnoceni vysledku pro 1. sady fingerprinti

Pro zadand data byly nejlepsi vysledky vypocteny algoritmem Neighbor Joining, ackoliv
ani ten nevraci idealni vystup. Podobné taxonomické zatrazeni bylo vypocteno také pomoci
algoritmit UPGMA a Ward. Naopak nejhorsi vysledky byly vypocteny algoritmem Single
linkage, coz potvrzuje i v dendrogramu na prvni pohled patrny efekt zietézeni.

Zajimavé je zatazeni typového kmene L. salivarius ssp. salivarius 75617 . Tento kmen
by kromé algoritmu Neighbor Joining zatadily do stejné skupiny jako kmen L. johnsonu:
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4.3. POROVNANI ALGORITMU PRO 2. SADU FINGERPRINTU

CCM 438471 vsechny pouzité algoritmy. Naopak algoritmus Neighbor Joining by jako je-
diny z hodnocenych algoritmii zatadil vsechny kmeny druhu L. salivarius do jedné skupiny

(na hladiné podobnosti 92,1 %).

4.3. Porovnani algoritmu pro 2. sadu fingerprinta

Protoze na zakladé ziskanych vysledkti nemtzeme rozhodnout, ktery algoritmus shlukové

vvvvv

4.3.1. Metoda UPGMA

Vysledky shlukové analyzy dat pomoci metody UPGMA jsou uvedeny na Obr. a

v Tabulce [4.7.
GTGS + M13[UPGMA] GTGA M3
7 B H £ ¥ B. " 5 58 & ! 7 E

|

111

N
Lactobacilus sp. RL3-F

Lactobacillus =p. RL3-P
Lactobacillus sp. RL1-P
Lactobacillus =p. RL14-P
Lactobacillus =p. RFL3
Lactobacillus sp. RL11-P
Lactobacillus =p. RL18-P
Lactobacillus =p. RL14
Lactobacillus =p. RL17
Lactobacillus =p. RL17-P
Lactobacilus =p. RL30-P
Lactobacilus sp. RL11
Lactobacillus =p. RL1&
Lactobacillus sp. RL29-P
Lactobacilus casei cEsel COnM TOEET
Lactobacilus rhamnosus CCM 7091
Lactobacilus rhamnosus COm 182aT
Lactobacilus =p. RL4-54
Lactobacilus sp. RL4-5B
Lactobacillus =p. RL4-P
Lactobacillus sp. RL21-P
Lactobacilus casei cEsel CCn T0E9
Lactobacilus casei CCm 4731
Lactobacillus sp. RL19-P
Lactobacilus casei CCn 4735
Lactobacillus =p. RL10-P
Lactobacillus =p. RL10-34
Lactobacillus =p. RL10-58
Lactobacilus =p. RL10

Lactobacilus paracasei paracassi CCM 1753T
Lactobacillus paracasel paracassei CCM 7092T
Lactobacilus zeas CCh FOEST

Obrazek 4.6: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy UPGMA s primérem

z fingerprintti pro rep-PCR a RAPD (druhy gel)
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Tabulka 4.7: RozliSeni kmentl analyzovanych pomoci algoritmu UPGMA nad primérem
z fingerprintti pro rep-PCR a M13 (druhy gel). Hladina podobnosti 92 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni

(92 %) | Lactobacillus Lactobacillus
1 rhamnosus CCM 7091 RL1-P rhamnosus

rhamnosus CCM 18251 RL3
RL3-P
RL9-P
RL11
RL11-P
RL14
RL14-P
RL17
RL17-P
RL18
RL18-P
RL29-P
RL30-P

casei ssp. casei CCM 70881
11 paracasei ssp. paracasei CCM 17531 | RL4-P paracaset

paracasei ssp. paracasei CCM 70921 | RL4-5A
RL4-5B
RL10
RL10-P
RL10-5A
RL10-5B
RL19-P
RL21-P

casei ssp. casei CCM 7089
casei CCM 4791
casei CCM 4798

III zeae CCM 706971

Algoritmus UPGMA rozdélil kmeny do 3 skupin (hladina pravdépodobnosti 92 %,
Tabulka . Prvni skupina zahrnuje kmeny druhu L. rhamnosus a kmen L. casei ssp.

casei CCM 70881 . Druha skupina zahrnuje kmeny druhu L. paracasei a L. casei. Tteti
skupinu tvofi pouze jediny kmen L. zeae.
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4.3. POROVNANI ALGORITMU PRO 2. SADU FINGERPRINTU

4.3.2. Metoda Ward

Vysledky shlukové analyzy dat pomoci metody Ward jsou uvedeny na Obr. a v Tabulce

4.8
GTGS + W13 Ward] GTGS W3
g% 8 8 % Br 5 5 8 B 7 ]
||| |||| ||| Lactobacilus sp. RL1T-P
|||| | ||| || | Lactobacilus sp. RL30-P
: , " | | || Lactobacilus sp. RL14
||| ” || Lactobacilus sp. RL1T
| | ||| Lactobacillus =p. RL1-P
| |||| Lactobacilus sp. RL14-F
s | [ Lactobacilus =p. RL3
”” | || Lactobacilus =p. RL3-P
r Il Lactabacilus sp. RL11P
IR Lactobaclius 5p. i
|| ||| | || Lactobacilus sp. RL29-P
| |||| || ||| | || Lactobacilus rhamnosus CCm 1825T
| | ||| | Lactobacilus sp. RL11
| " : | | Lactobacilus sp. RL18
—E M T Lactobacilus sp. RLSF
1] Lactobacilus casei casei  CCM T033T
| | || | | Lactobacillus rhamnosus CCh TOM
|| | ” | Lactobacillus sp. RL4-54
E || | ” | Lactobacillus =p. RL4-5B8
| | | ” | Lactobacilus sp. RL4-P
| | ”" | Lactobacilus cazei casel CoM T0E8
| | | ” | | Lactobacillus sp. RL21-P
| ” | | Lactobacilus casei Com 479
| | | ||| | | Lactobacilus paracasei paracassi CCM FO92T
NN E Lactobacilus sp. RL19-P
— ” | | ” | Lactobacillus cazei COn 4798
| | | | | | Lactobacilus sp. RL10-P
1] Lactobecilus 5. e
| | | | | | Lactobaciluz sp. RL10-5B
ﬂﬁ | | | | | Lactobacillus =p. REL10
| | | ” ||| | | : Lactobacillus paracasei paracasei CCM1753T
l | [ Lactobacilus zeas CCM 70BAT

Obrazek 4.7: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy metodou Ward s pri-
mérem z fingerprintti pro rep-PCR a RAPD (druhy gel)
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Tabulka 4.8: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu Ward nad primeérem z fin-
gerprintti pro rep-PCR a M13 (druhy gel). Hladina podobnosti 82 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(82%) | Lactobacillus Lactobacillus
1 rhamnosus CCM 7091 RL1-P rhamnosus

rhamnosus CCM 18251 RL3
RL3-P
RL9-P
RL11
RL11-P
RL14
RL14-P
RL17
RL17-P
RL18
RL18-P
RL29-P
RL30-P

casei ssp. casei CCM 70881
11 paracasei ssp. paracasei CCM 17531 | RL4-P paracaset

paracasei ssp. paracasei CCM 70921 | RL4-5A
RL4-5B
RL10
RL10-P
RL10-5A
RL10-5B
RL19-P
RL21-P

casei ssp. casei CCM 7089
casei CCM 4791
casei CCM 4798

zeae CCM 7069T

K velmi podobnym vysledkiim jako pomoci algoritmu UPGMA jsme dosli také pomoci
algoritmu Ward. Algoritmus Ward rozdélil kmeny do dvou skupin, pfitom prvni skupinu
tvori kmeny druhu L. rhamnosus a kmen L. casei ssp. casei CCM 7088T, druhou skupinu
tvoti kromé kmenti rodu L. paracasei také kmeny L. casei ssp. casei CCM 7089, L. case:
CCM 4791, L. casei CCM 4798 a L. zeae CCM 70691
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4.3.3. Metoda Neighbor Joining

Vysledky shlukové analyzy dat pomoci metody Neighbor Joining jsou uvedeny na Obr.
4.8 a v Tabulce 4.9

GTGS + M13[ Meighbor Joining) GTGS M3
B4 ; # Be 5.5 8B B l; B 5 ]
— | | | || || | | Lactobacillus paracasei paracaseiCCM1753T
| | Lactobacilus sp. RL10
| 1I'] Lactobacilus sp. RL10-58
‘E | 1]} Lactobacilus sp. RL10-P
[ 1]} Lactobacilus =p. RL10-58,
‘l_ 1| Lactobacilus =p. RL19-P
I =1 | Lactobacilus casei CCM 4798
| | — | | Lactobacilus paracasei parscassi CCMW TOS2T

|
|
| Lactobacillus cazei casel CCw TOE9
M I 11 Lactobacilus =p. RL4-54
ik | Lactakacilus sp. RL4-P
I 11 Lactobacilus =p. FL4-56
i T Lactobacilus casei CCM 4791
L] Lactobacilus sp. RL21-P
1] | | Lactobacilus zeae CCM TOEST
M1 Lactobacilus sp. RL3-P
1] Lactobacilus casei casel  COCM 7DBET
T Lactobacilus rhamnosus CCM 18257
I Lactobacilus sp. RLZ29-P
]| Lactobacilus thamnosus CCM 7091
I T Lactobacilus sp. RLS-F
1] Lactobacilus sp. RL18
— [ | Lactobacilus sp. RL11
[T Lactobacilus =p. RL18-F
_|—— (R . Lactobacilus sp. RL11-P
I Lactobacilus =p. RL1T
[ i Lactobacilus sp. RL14
I | [ Lactobacilus =p. RL3
.| Lactobacilus =p. RL14-P
P I Lactobacilus sp. RL1-P
1 Lactobacilus sp. RL17-P
—|: M Lactobacilus sp. RL30F

Obrazek 4.8: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy metodou Neighbor Jo-
ining s prumérem z fingerprint pro rep-PCR a RAPD (druhy gel)
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Tabulka 4.9: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu Neighbor Joining nad
priumérem z fingerprinti pro rep-PCR a M13 (druhy gel). Hladina podobnosti 91 %.
Skupina| Typovy/sbirkovy kmen Lactobacillus | RL kmen | Zafazeni

(91 %) Lactobacillus
I paracasei ssp. paracasei CCM 17531
11 RL10 paracaset
111 caser CCM 4798 RL10-P
RL10-5A | paracasei
RL10-5B
RL19-P
v paracasei ssp. paracasei CCM 70921 RL4-P paracasel
RL4-5A
RL4-5B
RL21-P

casei ssp. casei CCM 7089
casei CCM 4791

Vv rhamnosus CCM 1825 ¢ RL1-P rhamnosus
rhamnosus CCM 7091 RL3
RL3-P
RL9-P

zeae CCM 7069T

caset ssp. caser CCM 7088 T
VI RL11 rhamnosus
RL11-P
RL14

RL14-P
RL17

RL17-P
RL18

RL18-P
RL29-P
RL30-P

Algoritmus Neighbor Joining rozdélil kmeny do 6 skupin. Prvni skupinu tvoii pouze
kmen L. paracasei ssp. paracasei CCM 1753T, druhou skupinu kmen druhu L. paracases,
tfeti a ¢tvrtou skupinu tvori kmeny druhu L. casei a L. paracasei. Pata skupina zahrnuje
kmeny druhu L. rhamnosus, L. zeae a L. caset, zatimco Sesta skupina pouze kmeny druhu
L. rhamnosus. 1 pres velké mnozstvi skupin tedy algoritmus zahrnul do stejné skupiny
nékteré kmeny druhu L. rhamnosus, L. zeae i L. casei.

4.3.4. Zhodnoceni vysledku shlukové analyzy 2. sady fingerprintt

Nejlepsi vysledky vypocitaly algoritmy UPGMA a Ward, naopak algoritmus Neighbor
Joining se pro shlukovou analyzu mnoziny zadanych dat ukazal jako mélo vhodny.
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4.4. Porovnani koeficientit miry podobnosti

Byla provedena analyza dendrogramii vygenerovanych pomoci algoritmu shlukové analyzy
UPGMA pro rtzné koeficienty. Na zakladé zjisténych dat byly potom jednotlivé koefici-
enty porovnany a bylo vyhodnoceno, ktery koeficient je pro danou aplikaci nejvhodné;jsi.
Srovnani bylo provedeno nad druhou sadou kmenii. Pouzity byly fingerprinty ziskané po-
moci rep-PCR.

4.4.1. Pearsonuv korelac¢ni koeficient

Vysledky porovnani koeficienttt miry podobnosti pomoci Pearsonova korela¢niho koefici-
entu jsou uvedeny na Obr. 4.9 a v Tabulce [4.10

GTGS (Pearson, UPGMA) GTGS
= 5 B 9 g g = g g B, 5 g Is__ls___!l
Il Ladobacillus sp. RL14
| BTN Lactobacilus sp. RL1T
— | | | | | | Lacobacilus rhatn nosus CCM 709
[ 11 Lactobacilus sp. RL1-F
E | 1] Lactobacilus sp. RL14P
Il [ 11 | Lactobacillus =p. RL11F
| 1] 1 T Lactobacillus =p. RLI7H
_|: [1]] |18 1] Lactobacillus =p. RL3I0F
[]] | | | Lactobacilus =p. RL3-F
| ] | 1] | Lactobacilus =p. RL1GF
_[ BE I Ladobacillus sp. RL11
I [ 1: ]| Lactobacillus sp. RL1E
1IRER Lactobacilus sp. FL29P
_|: REIERELR IBYT Lactobacillus rhamnosus CCM 18257
I [[111] ER IR Lactohacillus sp. RLa-F
|| || Lactohacillus sp. RL19F
E || 1| B Lactobacilus cassi CCM 4795
| 11 B ¥ B Ladobacillus sp. RL10P
‘L[ | | § 1 | Ladobacillus sp. RL10
| '} R A | Lactobacilus sp. RL10SA
— | 11 B 1 | Lactobacilus sp. RL10SE
| | L || o Lactobacilus sp. RL4-F
{ I 1|l B Lactobacilus sp. RL4-54
i Il | |1 | Lactobacillus =p. RL4-56
i L | |] | Lactobacillus casei CCM 4791
| | | | | | | | | | Ladobacilus paracasel  paracasei CCM 17537
_{ | b | Lactokacillus cassi casei  CCM 7089
L | | | ] | | Lactobacilus =p. RL21F
e | | | | | | | | Ladobacillus paracasei paracesei CCM Y092T
| || Ladobacillus sp. RL3
||| | || | Ladtobacillus zeas CCM 708AT
R Latobacillus casei casel  CCM TO8ET

Obrazek 4.9: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy metodou UPGMA
s Pearsonovym koeficientem
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Tabulka 4.10: Rozliseni kment analyzovanych pomoci algoritmu UPGMA s Pearsonovym
koeficientem. Hladina podobnosti 60 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(60 %) | Lactobacillus Lactobacillus
I rhamnosus CCM 7091 RL1-P rhamnosus
rhamnosus CCM 18251 RL3-P
RL9-P
RL11
RL11-P
RL14
RL14-P
RL17
RL17-P
RL18
RL18-P
RL29-P
RL30-P
11 paracasei ssp. paracase; CCM 17531 | RL4-P paracaset
paracasei ssp. paracasei CCM 70921 | RL4-5A
casei CCM 4798 RL4-5B
casei CCM 4791 RL10
caset ssp. caser CCM 7089 RL10-P
RL10-5A
RL10-5B
RL19-P
RL21-P
I11 RL3 rhamnosus
vV zeae COM 7069 ©
A% casei ssp. casei CCM 708871

Pomoci Pearsonova koeficientu rozdélil algoritmus UPGMA kmeny do 5 skupin. Prvni
skupinu tvori kmen druhu L. rhamnosus, druhou skupinu tvori kmeny druhu L. paracase:

a L. casei, tfeti skupinu kmen druhu L. rhamnosus, ¢tvrtou skupinu L. zeae CCM 70697 a

patou skupinu kmen L. casei ssp. casei CCM 70887 Algoritmus UPGMA s Pearsonovym
koeficientem tedy nezatradil vSechny kmeny druhu L. rhamnosus do stejné skupiny.
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4.4.2. Korelac¢ni koeficient Cosine

Vysledky porovnani koeficientit miry podobnosti pomoci korela¢niho koeficientu Cosine
jsou uvedeny na Obr. a v Tabulce 4.11]

GTGS [Cosine, UPGMA) GTGS
A3 & 8 & &8 8 8 5§ 8 5 |
_[ | ] | 11 | Lacobacillus sp. RL1GF
BE I Lactobacillus sp. RL11
L | o : | & Ladobacillus sp. RL1G
[ A A Lactobacilus sp. RL29P
{ AR Lactobacilus rham nosus CCM 18257
- (111 (4 & A Lactobacillus sp. RL3-P
| T Lactobacillus =p. RL17
[]] | Lactobacillus =p. RL30F
J || | | Lactobacillus =p. FL14
1 | Lactobacillus =p. RL17
| | | | | | Lacobacilus rham nosus CCM F0M
| | 11 Lactobacilus =p. RL1-F
| [ Ladobacillus sp. RL14 P
Il [ | Ladobacillus sp. RL11 P
[11] | | | Lactobacilus sp. RL3-P
|| Lactobacilus sp. RL3

| | Ladobacilus paracasel  paracasel CCM 17537

I L1 B Lactohacillus sp. RL4-54
Il 1 |l & Lactohacillus sp. RL4-58
| | Ll B Lacobacillus sp. RL4-P
IE B Lactobacilus cassi CCM 479
I Il Bl B Ladobacillus sp. RL1GP
M =1 B B Lactobacilus cassi CCM 4795
E TR R Lactobacilus sp. RL1OP
| [y | Lactobacilus =p. RL1O
| I | || | | Lactobacillus sp. RL10SA
| || | | Lactobacillus =p. RL10-5E
|
Sk |
|
|

| || W Lactobacilus casei case CCM 7089
| | | | | Lactobacilus =p. RL21F
e | | | | | | | Ladobacillus paracasel paracasei CCM 70927
| ]| | || | Ladobacillus reas CCM 70T
N 1] | Ladtobacillus casei casei  CCM TORET

Obrazek 4.10: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy metodou UPGMA
s koeficientem Cosine
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Tabulka 4.11: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu UPGMA s koeficientem
Cosine. Hladina podobnosti 48 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(48 %) | Lactobacillus Lactobacillus
I rhamnosus CCM 7091 RL1-P rhamnosus
rhamnosus CCM 18251 RL3
RL3-P
RL9-P
RL11
RL11-P
RL14
RL14-P
RL17
RL17-P
RL18
RL18-P
RL29-P
RL30-P
11 paracasei ssp. paracaser CCM 17537 | RL4-P paracaset
paracasei ssp. paracasei CCM 70921 | RL4-5A
caser CCM 4798 RL4-5B
casei CCM 4791 RL10
casei ssp. caser CCM 7089 RL10-P
RL10-5A
RL10-5B
RL19-P
RL21-P
111 zeae COM 7069 ©
1A% casei ssp. caser CCM 7088 T

Pomoci koeficientu Cosine rozdélil algoritmus UPGMA kmeny do 4 skupin. Prvni
skupinu tvori kmeny druhu L. rhamnosus, druhou skupinu kmeny druhu L. paracasei a
L. casei, tieti skupinu kmen L. zeae 70691, Posledni skupinu tvori kmen L. casei ssp.

casei CCM 7088T.
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4.4.3. Koeficient Jaccard

Vysledky porovnani koeficient miry podobnosti pomoci Jaccardova koeficientu jsou uve-
deny na Obr. a v Tabulce 4.12]

GTGS [Jaccard, UPGMA] GTGS
s Rop 2 B 8 27 8 8 %:; | % : I
| | || | | | | | . Lactobacilus sp. RL19F
| | | | | | | Ladobacillus casei CCM 4795
| | | | | | Lacdobacilluz =p. RL10OP
4‘ | | | | | | Lactobacilus sp. RL10SA,
‘|7 | | | | | | Lacdobacillus =p. RL10S5B
| [« | Lactobacillus sp. RL1O
| | | | | | | | | | Lacdobacillus paracasel  paracasei CCM 17537
|| | | | | Lactobacilus sp. RL4-52
|| | | | | Lactobacilus sp. RL4-5B
- | | | | | | Lactobacilus sp. RL4-F
| | | | | | | Lactobacilus sp. RL21FP
—|: | | | | | Ladobacillus casei CCM 4791
] | L 1] Ladtobacillus casei casei  CCM 7089
| | | | | | | | Ladobacillus paracasei paracesei CCM 7092T
| | | : | Lactobacilus sp. RL1&
| | | | | | Lactobacillus =0, RL3-P

ET Lactohacillus sp. RLa-F

|
[N
] LL': | | || | | Ladtobacillus rham nosus CCM 709
| | | | | | | Lactobacillus sp. RL29F
| | | | | | | || | | | | Ladobacillus rham nosus CCM 18257
| || | | | || | | Lacdobacillus =p. RL1GP
BN I RL11

Lacdobacilluz =p.

1 1. | Lactobacilus sp. RLITP
] { | | 1] Lactobacillus sp. RL14F
[ 11 Lactobacillus sp. RL1-P
| 1] 1 [ Lactobacillus =p. RL17
[]] | 18 1] | Lactobacillus =p. RL30F
— J || | | Lactobacillus =p. RL14
1 | Lactobacilus =p. RL17
B |l Lactobacilus cassi casei  CCM 7086T
| || Ladobacillus sp. RL3
||| | || | Ladobacillus reas CCM 70T

Obrazek 4.11: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy metodou UPGMA
s koeficientem Jaccard
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4.4. POROVNANI KOEFICIENTU MIRY PODOBNOSTI

Tabulka 4.12: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu UPGMA s koeficientem
Jaccard. Hladina podobnosti 26 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni

(26 %) | Lactobacillus Lactobacillus

I paracasei ssp. paracasei CCM 17537 | RL4-P paracaset

paracasei ssp. paracasei CCM 70921 | RL4-5A
caser CCM 4798 RL4-5B
caser CCM 4791 RL10
casei ssp. casei CCM 7089 RL10-P
RL10-5A
RL10-5B
RL18
RL19-P
RL21-P
11 RL3-P rhamnosus
111 rhamnosus CCM 7091 RL1-P rhamnosus

rhamnosus CCM 18251 RL3-P
RL9-P
RL11
RL11-P
RL14
RL14-P
RL17
RL17-P
RL18-P
RL29-P
RL30-P

IV casei ssp. casei CCM 70881
Vv RL3 rhamnosus

VI zeae CCM 7069T

Pomoci Jaccardova koeficientu rozdélil algoritmus UPGMA kmeny do 6 skupin. Prvni
skupinu tvori kmeny druhu L. paracasei a L. casei, druhou skupinu tvoii kmen druhu
L. rhamnosus, tfeti skupinu kmeny druhu L. rhamnosus, ¢tvrtou skupinu kmen L. case:
ssp. casei CCM 7088T, patou skupinu opét kmen druhu L. rhamnosus a Sestou skupinu

kmen L. zeae 70697 . Algoritmus UPGMA s Jaccardovym koeficientem rozdélil kmeny
druhu L. rhamnosus do tii rtiznych skupin.
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4.4. POROVNANI KOEFICIENTU MIRY PODOBNOSTI

4.4.4. Koeficient Dice

Vysledky porovnéani koeficientd miry podobnosti pomoci korela¢niho koeficientu Dice jsou
uvedeny na Obr. a v Tabulce 4.13]

GTGS [Dice, UF GMA] GTGS
A R e B 8 2 o8 & B. 5 % 5 5 ]
] ] ] 1 Lactobacilus cassi casei  CCM 7086T
| || Lactobacillus sp. RL3
Il Bl B : Latobacillus sp. RL19-P
N =1 B B Lactobacilus cassi COM 4708
| s & | Lactobacillus sp. RL1OP
| |1 B | | Lactobacilus sp. RL105A
| . | Lactobacillus sp. RL10-SE
- | [ &1 | Lactobacilus =p. RL1O
| | | | | | | | | | Ladobacilus paracasel  paracasel CCM 17537
I | || | Lactobacilus =p. RL4-58,
— — I L1l & Lactobacillus =p, RL4-5E
S | | | | | Lactobacillus sp. FL4-P
E e R B Lactobacillus sp. RL21-P
e ¥ Ladtobacillus casei COM 479
— | [ 111 ] Ladtobacillus casei cassi  CCM 7089
| | | | | | | | Lacdobacilus paracasel  paracasel CCM 70927
W |3 Lactohacillus sp. RL1G
WE e | | Ladtobacillus =p. RL3-P
[11]] ER IR Latobacillus =p. RL9-P
L | | | | | | | Ladobacillus rham nosus CCM Y0M
EEl Ladobacillus sp. RL29F
[0 A A Lactobacillus rham nosus CCM 18257
E | 11 Lactobacilus sp. RL1SP
[ |1l | Lactobacilus =p. RL11
Il [ 11 | Lactobacillus sp. RL11P
T —|: | ]I Lactobacilus =p. RLi4H
| 11 Lactobacillus =p. FL1-F
| 1] 1 [ Lactobacilus =p. RL17P
[]] | Lactobacilus =p. RL30F
— | [l | [ Lactobacillus sp. RL14
| BREEN Ladobacillus sp. RL17
||| | || | Ladobacillus reas CCM 70T

Obrazek 4.12: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy metodou UPGMA
s koeficientem Dice
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4.4. POROVNANI KOEFICIENTU MIRY PODOBNOSTI

Tabulka 4.13: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu UPGMA s koeficientem
Dice. Hladina podobnosti 38 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(38 %) | Lactobacillus Lactobacillus
I casei ssp. caser CCM 70881 RL3 rhamnosus
11 paracasei ssp. paracasei CCM 17531 | RL4-P paracaset
paracasei ssp. paracaser CCM 70921 | RL4-5A
caser CCM 4798 RL4-5B
casei CCM 4791 RL10
casei ssp. casei CCM 7089 RL10-P
RL10-5A
RL10-5B
RL19-P
RL21-P
RL3-P rhamnosus
RL18
111 rhamnosus CCM 7091 RL1-P
rhamnosus CCM 1825T RLY9-P
RL11
RL11-P
RL14
RL14-P
RL17
RL17-P
RL18-P
RL29-P
RL30-P
IV zeae CCM 70691

Algoritmus UPGMA rozdélil pomoci koeficientu Dice kmeny do 4 skupin. Prvni sku-
pinu tvoti kmen L. casei ssp. casei CCM 708871 a RL3 kmen druhu L. rhamnosus, druhou
skupinu tvori kmeny druhu L. paracasei a L. casei a tfeti skupinu kmeny druhu L. rham-

nosus. Ctvrtou skupinu tvoii kmen L. zeae 706971 . Algoritmus UPGMA s koeficientem
Dice rozdélil kmeny druhu L. rhamnosus do tii riiznych skupin, pricemz v jedné z téchto
skupin jsou soucasné i kmeny druhu L. paracasei a L. casei.
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4.4. POROVNANI KOEFICIENTU MIRY PODOBNOSTI

4.4.5. Jeffreyho koeficient

Vysledky porovnani koeficientt miry podobnosti pomoci Pearsonova korela¢niho koefici-
entu jsou uvedeny na Obr. a v Tabulce 4.14]

GTES [Jeffrey's &, IFGMA ] GTG5
R B 5 ® 8 ®° 8 % 8 AN R SR I
_|: | B IR Lacobacillus sp. RL17-F
] LI Lactobacillus sp. RL30-F
| 11| Ladobacillus sp. RL1-P
B Il [ 1] | Lactobacilus sp. RLITP
| [ Lactobacilus =p. RL14F
| [ Lactobacillus sp. RL3
— . | Lactobacillus =p. RL14
L 1 Lactobacillus =p. RL1T
111 (4 & A Lactobacillus =p. FLA-F
—: | | | | | | Lacobacillus rham nosus CCM 709
| A Lacobacillus sp. RL29-F
{ REERREE R IBRET Lactobacilus rhamnosus CCM 18257
| | 11 | Ladobacillus sp. RL1GP
BE I Ladobacillus sp. RL11
N ]| Ladtobacillus casei cassi  CCM 7ORET
I Il BRIl B Lactobacilus sp. FL19P
1l =/ B B Lactobacilus cassi CCM 4795
| |1 B § B Lactohacillus sp. RL10F
| |11 B 1 B Lacobacillus sp. RL10-54
| 11 31 B Lactobacillus sp. RL10-5B
N | | § 1 | Ladobacillus sp. RL10
| | | | | | | | | | Ladobacillus paracasei paracasei CCM 1753T
I 1 |l B Lactobacilus sp. RL4-54
_| I L1l B Ladobacillus sp. RL4-58
L | | | ] | Lactobacillus sp. RL4-P
| | || | | Lactobacillus =p. RL2 £
| |] I | Lactobacillus casei CCM 4791
L | L | Lactobacilus casei case CCM 7089
| | | | | | | | Ladobacillus paracasel  paracasel CCM 70927
|| | Lactobacillus sp. RL1G
[ | | | Ladobacillus sp. RL3-P
||| | || | Ladobacillus reas CCM 70T

Obrazek 4.13: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy metodou UPGMA
s Jeffreyho koeficientem
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4.4. POROVNANI KOEFICIENTU MIRY PODOBNOSTI

Tabulka 4.14: RozliSeni kmeni analyzovanych pomoci algoritmu UPGMA s Jeffreyho
koeficientem. Hladina podobnosti 34 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(34%) | Lactobacillus Lactobacillus
I rhamnosus CCM 7091 RL1-P rhamnosus
rhamnosus CCM 18251 RL3
RL9-P
RL11
RL11-P
RL14
RL14-P
RL17
RL17-P
RL18-P
RL29-P
RL30-P
casei ssp. caser CCM 70881
11 paracasei ssp. paracaser CCM 17531 | RL4-P paracaset
paracasei ssp. paracasei CCM 70921 | RL4-5A
casei CCM 4798 RL4-5B
casei CCM 4791 RL10
casei ssp. casei CCM 7089 RL10-P
RL10-5A
RL10-5B
RL19-P
RL21-P
RL3-P rhamnosus
RL18
111 zeae CCM 70691

Algoritmus UPGMA s Jeffreyho koeficientem rozdélil kmeny do 3 skupin. Prvni sku-
pinu tvofi kmeny druhu L. rhamnosus a kmen L. casei ssp. caset CCM 70881 Druhou
skupinu tvoii kmeny druhu L. paracasei, L. casei i L. rhamnosus, tfeti skupinu potom
tvoi{ samostatné kmen L. zeae 706971 . Algoritmus UPGMA s Jeffreyho koeficientem tedy
rozdélil kmeny druhu L. rhamnosus do dvou rtiznych skupin, pricemz ve druhé skupiné
jsou soucasné i kmenu druhu L. paracasei.
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4.4. POROVNANI KOEFICIENTU MIRY PODOBNOSTI

4.4.6. Koeficient Ochiai

Vysledky porovnani koeficienti miry podobnosti pomoci korela¢niho koeficientu Ochiai
jsou uvedeny na Obr. a v Tabulce 4.15]

GTG5 [Ochiai, UPGMA] GTG5
AR 5 & 8 B 8 8 B; 7 N S S
] ] 1 Lactobacilus cassi casei  CCM 7086T
| || Lactobacillus sp. RL3
Il Bl B : Ladobacillus sp. RL1GP
N =1 B B Lactobacilus cassi CCM 4795
| s & | Lactobacilus =p. RLiOP
| |1 B | | Lactobacillus sp. RL10SA
| . | Lactobacillus =p. RL10-5E
E— | [ &1 | Lactobacillus =p. RL1O
| | | | | | | | | | Ladobacilus paracasel  paracasel CCM 17537
I | || | Lactobacillus =p. RL4-54
— —| I L1l & Lactobacilus =p. RL4-58
L | | | | | Lactobacilus =p. RL4-F
e R B Ladobacillus sp. RLM P
d E e ¥ Ladtobacillus casei COM 479
— | [ 111 ] Ladtobacillus casei cassi  CCM 7089
| | | | | | | | Lacdobacilus paracasel  paracasel CCM 70927
W |3 Lactohacillus sp. RL1G
[ | | | Lactohacillus sp. RL3-P
_|: [11]] ER IR Lacobacillus sp. RL3-P
L | | | | | | Ladobacillus rham nosus CCM Y0M
{ EEl Ladobacillus sp. RL29F
[0 A A Lactobacilus thamnosus CCM 18257
| 1] Lactobacilus sp. RL1SP
[ |1l | Lactobacilus =p. RL11
| 1] | ) Lactobacillus sp. RLI7P
T { 1] B EiE Lactobacilus =p. RL30P
| 11 Lactobacillus =p. FL1-F
[ 1] Lactobacillus =p. RL11F
| [ Lactobacilus =p. RL14F
— R Lactobacillus sp. RL14
| BREEN Ladobacillus sp. RL17
||| | || | Ladobacillus reas CCM 70T

Obrazek 4.14: Dendrogram sestrojeny na zakladé shlukové analyzy metodou UPGMA
s koeficient Ochiai
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4.4. POROVNANI KOEFICIENTU MIRY PODOBNOSTI

Tabulka 4.15: Rozliseni kmenti analyzovanych pomoci algoritmu UPGMA s koeficientem
Ochiai. Hladina podobnosti 32 %.

Skupina| Typovy/sbirkovy kmen RL kmen | Zarazeni
(32%) | Lactobacillus Lactobacillus
I casei ssp. caser CCM 70881
II RL3 rhamnosus
I1I RL3-P rhammnosus

RL18

RL4-P

RL4-5A

RL4-5B

RL10

RL10-P

RL10-5A

RL10-5B

paracasei ssp. paracaser CCM 17531 | RL19-P paracaset

paracasei ssp. paracasei CCM 7092T | RL21-P
caser CCM 4798
casei CCM 4791
casei ssp. casei CCM 7089
1A% rhamnosus CCM 7091 RL1-P rhamnosus

rhamnosus CCM 18251 RLY9-P
RL11
RL11-P
RL14
RL14-P
RL17
RL17-P
RL18-P
RL29-P
RL30-P

Algoritmus UPGMA s koeficientem Ochiai rozdélil kmeny do 4 skupin. Prvni skupinu
tvori kmen L. casei ssp. casei CCM 7088T, druhou skupinu kmen RL3, ktery patii do
druhu L. rhamnosus. Tteti skupinu tvori soucasné kmeny druhu L. paracasei, L. casei i
L. rhamnosus a ¢tvrtou skupinu kmeny druhu L. rhamnosus. Algoritmus UPGMA s ko-
eficientem Ochiai tedy rozdélil kmeny druhu L. rhamnosus do tii riiznych skupin, pficemz
tfeti skupina obsahuje soucasné kmeny druhu L. rhamnosus, L. paracasei a L. casei.

4.4.7. Zhodnoceni koeficientu

Zadana data byla nejlépe vyhodnocena pouzitim koeficientu Cosine. Pomoci uvedeného
koeficientu byly kmeny rozdéleny do 4 skupin. Tento koeficient jako jediny zaradil vSechny
kmeny druhu L. rhamnosus do jedné skupiny. Spravné zatradil také vSechny kmeny skupiny
L. casei/paracasei s vyjimkou kmene L. casei ssp. casei CCM 7088.
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5. Diskuse

7 uvedenych vysledki vyplyva, ze kazda z metod poskytuje znacné odlisné vysledky.
Otéazku, ktera z metod je tedy pro danou aplikaci nejvhodnéjsi, tak nelze bezchybné zod-
povédét. Jednoznaénd odpovéd totiz neexistuje. Analyza shlukt nepatii mezi jednoduché
vypocetni metody, ale metody zalozené na provadeéni celé fady kroki, které mohou byt
(a velmi Casto také jsou) zavislé na provedeni kroku pfedchozich. Proto je obecné ne-
mozné predpokladat, ktera kombinace koeficientt nebo vzdalenosti a shlukovacich metod
poskytne nejlepsi nebo nejspolehlivéjsi vysledky [15]. Prvni soubor dat analyzoval nejlépe
algoritmus Neighbor Joining, ktery ovSsem data druhého souboru analyzoval z porovna-
vanych algoritmti nejhiife. Primérné podaval nejlepsi vysledky bézné doporucovany al-
goritmus shlukové analyzy dat UPGMA a algoritmus Ward. Z porovnavanych koeficientti
se umistil nejlépe korelacni koeficient Cosine, ktery porazil i doporucovany Pearsoniiv
koeficient.

V knize Everitta a Dunna [5] nalezneme nékolik studii, které provadéji detailni srovnani
jednotlivych metod. I z téchto vystupt je patrné, ze pouziti riiznych shlukovacich metod
poskytne i pro stejné koeficienty, resp. vzdalenosti, vyznamné odlisné vysledky. Proto
se casto doporucuje provadét analyzu s nékolika shlukovacimi metodami a jako spravné
oznacit pouze ty shluky, které jsou spolecné pro vice metod.

Obecné plati, ze zadnéa ze shlukovacich metod neni nejlepsi pro vSechna data. Pri-
tom metoda Single Linkage je obecné nejhorsi (to jsme také prokazali pfi naSem méfeni)
— kvuli tendenci k efektu zietézeni. Obecné lze jako nejvhodnéjsi naopak oznacit me-
todu UPGMA a Wardovu metodu [I5], coz jsme prokazali i v nasi analyze. Co se tyka
koeficient® podobnosti, nejlepsi vysledky prokazal koeficient Cosine, ovsem ani doporuco-
vany Pearsontiv koeficient se neumistil Spatné. Proto mizeme podpofit doporuceni tvirci
programu BioNumerics a doporuc¢ujeme pouzivat metodu UPGMA s Pearsonovym kore-
lacnim koeficientem.

Kromé vybéru shlukovacich metod a binarnich ¢i korelac¢nich koeficienti nebo koefici-
entll vzdalenosti je nutné vzit v ivahu také kvalitu dat a chyby zanesené béhem zpracovani
dat. Program BioNumerics sice zahrnuje funkci automatické detekce bandii, ale tato me-
toda je (zv14s$té pro zasumeéné ¢i neostré snimky) dosti nespolehliva a ¢asto je tedy nutné
jednotlivé bandy oznacit ru¢né. To s sebou ovsem nese velkou miru subjektivity — uzivatel
¢asto oznaci ty bandy, které by nékdo jiny povazoval za Sum, a naopak neoznaci ty, které
skutecné existuji, ale na fotografii gelu splyvaji s pozadim.
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s v
6. Zavér
Pro analyzu fingerprintti analyzovaného souboru riznych druhii rodu Lactobacillus lze

doporucit algoritmus shlukové analyzy dat UPGMA s Pearsonovym korela¢nim koeficien-
tem. PTesnéjsi zavéry bude mozné ucinit po analyze Sirsitho souboru dat zahrnujicich vice

bakteridlnich rodt a druhi.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolt

BOX mozaikové repetitivni BOX-elementy druhu Streptococcus pneumoniae
dNTP 2’-deoxynukleotid-5’-trifosfat

EDTA kyselina ethylendiamin-N,N,N’ N’-tetraethanova (octova)

ERIC enterobakterialni opakujici se intergenova shodné sekvence (Enterobacterial

Repetitive Intergenic Consensus)

BMK bakterie mlécného kvaseni

OTU taxonomické jednotka (Operational Taxonomic Unit)

PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

RAPD nahodna polymerazova fetézové reakce, ndhodna amplifikace polymorfni

DNA (Random Amplified Polymorphic DNA)

rep-PCR repetitivni polymerdzové fetézova reakce (Repeat Sequence Primed Poly-
merase Chain Reaction)
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