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Bioinformatiikka bakteriologiassa

- lupauksia ja haasteita

Bakteriologiassa bioinformatiikalla pyritadn vastamaan usein hyvin tavanomaisiin kysymyksiin, kuten mika
bakteerilaji on kyseessd, onko tutkittu kanta sukua tunnetuille taudinaiheuttajaklooneille tai onko kannalla
resistenssi- ja virulenssitekijoitd. Lisaksi se mahdollistaa vastaamisen monimutkaisempiin kysymyksiin, ku-
ten mika bakteerin geneettinen muutos on assosioitunut potilaan tautitilaan. Bioinformatiikkaa tarvitaan
kdytettdessa moderneja sekvensointitekniikoita, jotka tuottavat merkittdvasti enemman dataa kuin yleises-
ti kdytossa olleet tekniikat ja siksi vaativat analyysien tekemiseen yleensd tehokkaita tietokoneita ja kehit-
tyneitd analyysiohjelmia. Ndin my6s saadaan tarkkoja tuloksia tutkittavista kannoista. Keskitymme tdssa
katsauksessa bakteerien bioinformaattisiin analyyseihin, mutta osittain samoja tyokaluja voidaan kayttaa
myds muiden domeenien kuten eukaryoottien ja arkkien sekd virusten perimdn tutkimiseen.

ioinformatiikka on kasvava tieteenala 13i-

ke- ja biotieteissa (1). Yleisesti silla tarkoi-

tetaan biologisten ja tdssd artikkelissa bak-
teriologisten aineistojen kisittelyd, organisoin-
tia ja analysointia tietojenkasittelytieteen, mate-
matiikan ja tilastotieteen menetelmin (KUVA 1).
Termi ei ole tarkkaan madritelty, ja sen kiytto
on laajentunut vasta vuosituhannen vaihteessa.
Rajaamme tdssi artikkelissa kisiteltivin koko-
naisuuden pédasiassa bakteerien kokogenomi-

Tietojenkasittelytiede

Tilastotiede

sekvenssien (WGS) analysointiin bioinformaat-
tisin menetelmin. Mikrobistojen analysointia
kisittelemme vain lyhyesti. Analyysimenetelmia
on paljon, ne ovat usein samankaltaisia mutta
eivat valttimaitta silti sovi kaikille mikrobeille
ja kaikkiin tilanteisiin. On hyvi tietdd kdyttami-
ensid menetelmien erityispiirteet, jotta niitd voi
soveltaa oikeisiin kohteisiin. Bakteriologisen
bioinformatiikan tarkeimpia kliinisia sovellus-
alueita talld hetkelld on esitetty TAULUKOSSA 1.
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KUVA 1. Bakteriologisen bioinformatiikan analyyseihin vaikuttavia tekijoita
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TAULUKKO 1. Bioinformatiikan tarkeimmat kliiniset sovellusalueet bakteriologiassa

Sovellus

Epidemiaselvitykset

Mahdollinen muutos kliinisessa tyossa tai muu hyoty

Epidemioiden rajaaminen, potilaiden hoitaminen

Yksittdisen kannan tyypitys seka resistenssi- ja virulenssite-
kijoiden havaitseminen

Oikean mikrobilagkkeen valinta, vaikeiden infektioiden
hoito, potilaan eristys

Vakavien, vaikeasti tutkittavien infektioiden diagnostiikka
(esim. aivoabsessit)

Mikrobilddkehoidon aloittaminen ja kohdentaminen

Tutkimuksellisten bakteerikantakokoelmien analysointi

Tutkimukselliset mahdollisuudet

Mikrobistojen analyysit (lajit ja niiden osuudet, metabolinen
potentiaali, jne.)

Bakteriologisen bioinformatiikan
erityispiirteita

Laboratoriodata-analytiikassa ja varsinkin klii-
nisessd mikrobiologiassa on aina syytd ottaa
huomioon seké ndytemateriaalin laatu ettd kay-
tettyjen testausmenetelmien ja analyysityokalu-
jen mahdollisuudet, rajoitukset ja virheldhteet.
TAULUKOSSA 2 on esitetty mikrobiologiseen bio-
informatiikkaan liittyvid virheldhteita.

Kuten yleensikin mikrobiologian analyyseis-
sa ndytteen laatu on ensiarvoisen tirkedd myos
bakteriologisen bioinformatiikan analyysien
kannalta. Huonolaatuisten ja vaaranlaisten, ku-
ten kontaminoituneiden ndytteiden analysointi
on hankalaa ja aikaa vievid, ellei jopa mahdo-
tonta. Esimerkiksi vaikka bakteerin puhdasvil-
jelmissd pitdisi olla vain yhtd bakteerikantaa,
siind voi olla laatupoikkeamana useita saman
lajin kantoja, joita ei silmdmairdisesti pysty
erottamaan toisistaan tai useita toisistaan erot-
tuvia kantoja tai lajeja selvin kontaminaation
merkkini. Bakteerien alkuperdiset médarasuh-
teet mikrobistondytteissd voivat muuttua kul-
jetuksessa tai sdilytyksessd. Pahimmillaan peri-
madaines voi hajota ja testitulos siten vaaristya.

Kliinisessd mikrobiologiassa pitdd varmis-
taa tulosten luotettavuus ja toistettavuus my0s
uusien ohjelmaversioiden kanssa. My6s ana-
lyysiparametrien madrittely on oleellista, koska
niitd muokkaamalla tulokset voivat muuttua
huomattavasti. Esimerkki tillaisesta paramet-
rista on mikrobilddkeresistenssigeenien saman-
kaltaisuus ja se, kuinka suuri osa geenistd pitdd
16ytdd. Jos asetukset ovat lilan tiukat, tutkitta-
vassa bakteerikannassa olevat resistenssigeenit
voivat jaada virheellisesti 16ytymatta. Erityisesti
kliinisessd laboratoriossa parametrit pitaa testa-
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Ei-tarttuvien tautien diagnostiikka ja uudenlaiset hoidot

ta ja niiden toimintaa seurata, laatu varmistaa
esimerkiksi standardoiduilla referenssimateri-
aaleilla, kuten yleensakin kliinisen laboratorion
validaatioprosesseissa. Toimivat parametrit on
hyvi kirjata ja lukita tulosten laadun ja toistet-
tavuuden varmistamiseksi.

Bakteerigenomit ovat huomattavasti pie-
nempid kuin ihmisgenomi. Niita voidaan sek-
vensoida samassa ajossa kymmenistd satoihin.
Periytyminen on yksinkertaisempaa, rekom-
binaatio vahiisempdi eikd tekijdinvaihduntaa
tapahdu samalla mekanismilla kuin ihmisella.
Erityispiirteend on taudinaiheuttajien luonne:
Tutkittavat mikrobit voivat olla alkuperiises-
sd ndytteessd valtagenomina tai hyvin pahasti
normaalimikrobiston peitossa. My6s humaani-
genomi on ndissd analyyseissa "kontaminatti’”
Se voidaan poistaa joko DNA-eristysvaiheessa
tai myohemmin bioinformatiikan keinoin ver-
taamalla saatuja sekvensseji ihmisen referenssi-
genomiin.

Sekvensointiin liittyvia
taustatekijoita

Sekvensointiteknologian ymmirtiminen on
oleellista, jotta voidaan valita oikeat bioinfor-
matiikan ty6kalut. Illumina-yhtién teknologia
on tilld hetkelld yleisimmin kédytossa oleva niin
sanottu uuden sukupolven sekvensointime-
netelmid (NGS, next generation sequencing)
maailmalla, mutta my6s tavanomaista Sanger-
sekvensointia kaytetddn edelleen. Kaikkien
NGS-menetelmien ongelma on ollut sekven-
saattorin tuottamien yksittdisten sekvenssilu-
kujen eli luettujen DNA-sekvenssien lyhyt lu-
kupituus. Tamai aiheuttaa ongelmia esimerkiksi
genomien kokoamisessa, koska readit eivit yll4
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genomeissa olevien toistojaksojen yli, jolloin
yhteniistd genomia ei saada kootuksi. Varsin-
kin plasmidien kokoaminen lyhyistd readeista
on haasteellista.

Uusimmat pitkin lukupituuden (long-read)
sekvensointimenetelmit ratkaisevat lyhyistd
readeista aiheutuvan ongelman. Téarkeimmit
toimijat tilld alueella ovat Oxford Nanopore
(ONP) ja Pacific Biosciences (PacBio). Long-
read-teknologioilla voidaan tehdd my6s mikro-
bistoanalyyseja koko 16S rRNA -geeni sekven-
soimalla. Lyhyilld readeilla titi ei voida tehdd,
vaan sekvensointi pitid kohdentaa lyhyemmille
variaabeleille alueille.

DNA:n eristys ja sekvensointi olisi hyva
pyrkid standardoimaan. Téstd riippumatta sek-
venssidatan analyysi on tdrkedi aloittaa tarkoil-
la sekvenssien laatua mittaavilla analyyseilla.
Sekvensaattorilta saatujen readien laatua, ku-
ten Q-arvoja, on syytid tarkastella mutta tehdi
my6s muita menetelmain soveltuvia analyy-
seja, kuten kokogenomisekvensoitujen bak-
teerikantojen tapauksessa tarkastella koonnin
(assembly) eli genomin kokoa ja yhteniisten
koottujen DNA-pitkien eli kontigien mairad
sekd mahdollisesti my6s heterotsygoottisten
SNP:iden (single nucleotide polymorphism)
madrdd. Laaduntarkistukseen voidaan kiyttaa
myo0s erilaisia ohjelmia kuten fastQC, multiQC
tai Quast (2-4).

Bakteerien kokogenomianalyysien
aloitus

Bioinformatiikan menetelmia kayttavia tyoka-
luja on kiytetty DNA-sekvenssien analysoin-
nissa jo kauan ennen NGS-menetelmien kiyt-
toonottoa. Sekvensointimenetelmien kehittyes-
sd ja sekvenssien madran lisddntyessd ohjelmat
ovat kuitenkin kehittyneet vastaamaan tarpeita,
joihin tavanomaiset Sanger-sekvensoinnille
suunnitellut ohjelmat eivit voi vastata. KUVASSA
2 on kuvattu kaksi hieman toisistaan poikkea-
vaa mutta toisiaan tdydentdvdd analyysilinjaa
kokogenomisekvensoiduille kannoille. TAULU-
KOssA 3 on esimerkkejd analyysiohjelmista.
Nykyisilld bioinformatiikan menetelmilld
voidaan tehdd monia erilaisia analyyseja yk-
sittdisen kannan tyypittaimiseksi. Ensimmii-

TAULUKKO 2. Mikrobiologiseen bioinformatiikkaan
liittyvia virheldhteita

Mikrobiologinen | Virheldhteet
bioinformatiikka

Preanalytiikka Nadytteen otto, kuljetus ja sdilytys

Mahdollisen puhdasviljelmén laatu

Sekvensointi DNA-eristys ja puhtaus

Sekvenssin laatu

Bioinformatiikka | Laji- ja referenssikantatietokannat

Resistenssi- ja virulenssitietokannat

Kaikki muut tietokannat

Virheet ohjelmissa

Vaarat asetukset ohjelmissa

Tulosten vaara tulkinta

seksi on kuitenkin hyvé varmistaa, minka lajin
sekvenssid tutkitaan. Tama voidaan selvittdd
esimerkiksi Kraken-ohjelmalla, joka antaa jo-
kaiselle niytteen readille taksonomisen osoit-
teen (5). Tilld voidaan varmistaa myés, onko
nédytteessa kontaminaatioita toisesta lajista,
joka voisi hankaloittaa tulosten tulkintaa, sekd
varmistaa mahdollinen alustava lajintunnistus.

Analyysi voi ldhted liikkeelle joko suoraan
sekvensointilaitteen readeista tai se voidaan
aloittaa tekemailld niin sanottu raakaversio
(draft) genomista suorittamalla de novo -koon-
ti (kuvA 2). Eri menetelmit aloittavat analyysin
erilaisista tiedostoista, joten niiden toiminta
poikkeaa jo tdstd syytd toisistaan. Yksittdiselle
kannalle voidaan tehdi esimerkiksi MLST-tyy-
pitys (multilocus sequence typing) joko tavan-
omaista seitsemin geenin kaavaa kiyttien tai
niin sanottuun ydingenomiin (core-genome)
perustuvilla cgMLST-tietokannoilla. Nami
analyysit voivat perustua esimerkiksi sekvenssi-
readien linjaamiseen (mapping) tai BLAST:iin
(basic local alignment search tool). Perinteisen
MLST-analyysin voi tehdd esimerkiksi SRST2-
tai mlst_check -ohjelmilla (6,7). Yksittdisten
kantojen serotyyppi voidaan myds ennustaa
sekvenssisti (8).

Joissain tapauksissa uusien kohdegeenien ha-
vaitseminen voi olla nopeaa ja helppoa, mutta
timad edellyttad, ettd vanhoista analyyseista on
sdilytetty kootut genomit. Kun Kiinasta rapor-
toitiin vuonna 2016 uusi plasmidivilitteinen
kolistiiniresistenssid vilittavd geeni (9), jotkut
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- ——) Sekvensointireadit - l Lajitunnistus
- / - Laaduntarkistus (FastQC, MultiQC) \
Koonti (assembly) Geenidetektio
- QC: genomin koko, kontigien maara - Resistenssigeenit

- Resistenssimutaatiot
- Virulenssigeenit

- Tyypitys esim. MLST
- Geenidetektio

¥

. G.?e’!'e“ etsintaja Linjaus referenssigenomiin
nimedminen (annotaatio)

- SNP-analyysit esim. SNP-etdisyydet
‘ - Rekombinaation detektio (ja poisto)
- Fylogeneettinen puu

Genomin sisalto

- Ydingenomi

- Pan-genomi

- Fylogeneettinen puu ydingenomista
- Geenidetektio

N

Tulkinta >
- Visualisointi

KUVA 2. Analyysiesimerkkeja. Molemmat tavat alkavat sekvensaattorilta saatavista readeista, jotka siis ovat ly-
hyita geenisekvensseja. Nama ovat yleensa FASTQ-tiedostomuodossa. Yleensa on hyva tarkastella sekvensoinnin
onnistumista esimerkiksi riittdvan saannon ja sekvenssien laadun pohjalta. Sen jélkeen voidaan suoraan varmis-
taa lajintunnistus tai alkaa tunnistaa geenejd, esimerkiksi resistenssi- tai virulenssigeeneja. Suoraan sekvenssilu-
vuista voidaan tehda myds joitakin tyypityksia kuten MLST. Readeista voidaan my&s tehda niin sanottu koonti
(assembly), jossa readeista muodostetaan mahdollisimman tdydellinen genomi eli niin sanottu draft-genomi.
Tasta yleensa myos tunnistetaan ja nimetddn automaattisesti geenit (annotaatio). Annotoidusta genomista voi-
daan tehda genomin sisaltoon liittyvia analyyseja, kuten ydin- ja pangenomianalyyseja. Ydingenomilinjauksesta
voidaan tehda myos fylogeneettinen puu, johon taas voidaan lisata esimerkiksi tyypitystuloksia. Tarkin mahdol-
linen fylogeneettinen puu saadaan kuitenkin linjaamalla sekvensointireadit hyvaan referenssigenomiin, joka on
mahdollisimman laheista sukua analysoiduille bakteerikannoille. Saadusta sekvenssista tulee kuitenkin poistaa
liikkuvat geneettiset elementit ja rekombinaatio, koska ndma eivat noudata normaalia mendelistista periytymis-
ta. Saadusta linjauksesta voidaan sitten luoda fylogeneettinen puu tai tarvittaessa esimerkiksi ajallisesti linjattuja
sukupuita.

1674 1889 1904 1920 1935 1950 1966 1981 1996 2012

tyypitystuloksia herkkyysmaaritystulosten
kanssa. WGS antaa mahdollisuuden vertailla

maat pystyivit tarkistamaan aiemmin sekven-
soitujen genomien kokoelmista muutamassa

tunnissa, oliko titd geenid kantavia bakteerei-
ta jo sekvensoitu jossain muussa kontekstissa.
Tédssd tapauksessa nopea analyysi antoi tiedon
niiden maiden tilanteesta timan potentiaalises-
ti tirkedn geenin suhteen. Vastaavan analyysin
voi tehdd esimerkiksi kayttimailld julkaistuja
primer-sekvensseji ja in silico -PCR:ii (poly-
merace chain reaction, polymeraasiketjureak-
tio) tallennettujen genomien kanssa.

Bakteerien aiheuttamien
epidemioiden analyysit

Epidemioita on tutkittu vertailemalla mahdol-
listen epideemisten kantojen lajintunnistus- ja
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kantoja paljon tarkemmin. Silli voidaan peri-
aatteessa havaita yhden SNP:n erot genomeis-
sa. Tamd lisdd huomattavasti epidemiaselvitys-
ten erottelukykyi ja luotettavuutta. Esimerkiksi
saman sekvenssityypin (ST) kannoista osa
saattaa kuulua epideemiseen klusteriin, mutta
toiset eivit. Usein vain SNP- tai cgMLST-ana-
lyysi voi erotella suurella varmuudella epidee-
miset kannat sithen kuulumattomista kannois-
ta. Kokogenomeista voidaan analysoida myos
geenisisdltod, joka voi esimerkiksi erotella
muuten ldheistd sukua olevat kannat toisistaan.

Sairaaloissa levidvid plasmidiepidemiota
on myods voitu osoittaa sekvensoimalla. Tassd
tapauksessa normaalit SNP- tai cgMLST-ana-

168



TAULUKKO 3. Analyysimenetelmia (5-7,13-16,22-35)

Koonti (assembly)

Shovil, Unicycler, SPAdes, Velvet (optimizer)

Geenien etsintd (annotaatio) | Prokka

Lajinmaaritys Mash, Kraken

Tyypitys

MLST, serotyypitys MLST (SRST2 ja vastaavat)

Mist_check (MLST by BLAST)

Resistenssi ARIBA, SRST2, Resfinder ja PointFinder Resfinder ja PointFinder, AMRFinderPlus,
SNP ja geenit Abricate

Valitse tietokanta

Virulenssi ARIBA, SRST2

Fylogenia Linjaus referenssiin: BWA (bamtools) Roary: ydingenomi

SNP:t ja variantit: bcftools

Puun rakennus: RAXML, IqTree

lyysit eivat toimi, silld niissi ei yleensd analysoi-
da liikkuvaa geneettistd materiaalia, kuten plas-
mideja. Plasmidiepidemioissa samalla tai toisis-
taan eroavilla bakteerilajeilla on havaittu sama
tai hyvin samankaltainen plasmidi tai resis-
tenssigeenikasetti. Ndissd tapauksissa analyysin
voi aloittaa resistenssigeenien detektiolla sekd
plasmidireplikonin tunnistuksella ja esimer-
kiksi sekvensoida timin jilkeen potentiaalisia
kantoja long-read-menetelmilli kokonaisten
plasmidisekvenssien saamiseksi. Naitd voidaan
kiyttid myohemmin referenssiplasmideina uu-
sien kantojen vertailussa, jolloin voidaan saada
selville, onko niissd kannoissa samaa tai hyvin
samankaltaista plasmidia.

Bakteerikantojen sukulaisuuden
analysointi

Kuvaamme kaksi hieman toisistaan poikkeavaa
tapaa kokogenomisekvensoitujen bakteerikan-
tojen sukulaisuussuhteiden eli fylogenian ana-
lysoimiseksi. Tuloksena syntyviin fylogeneetti-
siin puihin on hyva liittdd muita tyypitystulok-
sia ja Kkliinisid tietoja. Niilld tiedoilla voidaan
arvioida paitsi kantojen sukulaisuutta myos
selvittdad, ovatko kannat osa epidemiaa. Tulos-
ten visualisointiin on saatavilla monia ilmaisia
ohjelmia kuten esimerkiksi iTOL Interactive
tree of life, Phandango ja Microreact (10-12).
Linjaus referenssigenomiin vaatii referens-
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Rekombinaation poisto: Gubbins

Snp-sites
RAXML, FastTree, IqTree

sigenomisekvenssin. Yleensd referenssiksi on
hyva valita tutkittavan bakteerikannan mahdol-
lisimman ldheinen sukulainen. Eri lajeille on
valikoitunut referenssikantoja erilaisin perus-
tein ja joillekin on my6s omia referenssikanto-
ja tunnetuille sekvenssityypeille. Sekvenssien
linjaamisen jilkeen tehdidn yleensi fyloge-
neettinen puu, jollakin siihen tarkoitetulla
ohjelmalla. Puun saa rakennettua nopeasti esi-
merkiksi FastTree2:lla, mutta yleensa luotetta-
va puu tehdiin jotain ML-menetelméd (maxi-
mum likelihood) kiyttivilli ohjelmalla, kuten
RaxML:lla tai IqTree:lla (13-15). Luotettava
fylogenia vaatii myds, ettd normaalin periyty-
misen rikkovat alueet poistetaan tai peitetddn
(masking) sekvenssisti ennen puun luontia.
Tama tarkoittaa bakteerien tapauksessa liikku-
via geenielementteji kuten faageja, erilaisia pa-
togeenisuus- ja resistenssisaarekkeita ja rekom-
binaatioalueita. Tdhén voi kayttdd esimerkiksi
Gubbins-ohjelmaa (16). Huolellisesti luodusta
linjauksesta on mahdollista tehdd my6s ajalli-
sesti linjattuja sukupuita esimerkiksi TempEst-
tai BEAST2-ohjelmalla (17,18). Niiti analyy-
seja tarkastelemalla voidaan havaita esimerkiksi
erilaisten patogeenisten bakteerilinjojen eriyty-
misen ajankohta.

Pangenomianalyyseilla voidaan tarkastella
bakteerikantojen lihisukulaisuutta myos geno-
min geenisisallon kautta. Pangenomi tarkoittaa
tassd tapauksessa kaikkia kokoelman, esimer-

Bioinformatiikka bakteriologiassa - lupauksia ja haasteita
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Ydinasiat

» Bioinformatiikkaa tarvitaan seka yksittais-
ten bakteerien ettd kokonaisten mikrobis-
tojen sekvenssianalyyseihin, mikd avaa
uutta aikakautta seka infektioiden ettd
mikrobistosta ja sen hdiridista johtuvien
terveysvaikutusten tutkimuksessa.

» Infektioepidemiologia on voimakkaim-
min bakteriologisesta bioinformatiikasta
hydtyvia aloja.

» Pitad tuntea kdyttamiensa bioinformatiik-
kaohjelmien ja tietokantojen vaatimuk-
set, mahdollisuudet, rajoitteet ja virhe-
ldhteet.

» Kaupallisia ohjelmia on usein helpompi
kdyttdd kuin avoimen ldhdekoodin oh-
jelmia, mutta niilld tehtavien analyysien
yksityiskohdat eivat valttdmatta ole kayt-
tdjan saatavilla.

kiksi bakteerilajin, geenejd. Lahisukulaisilla on
todennikoisesti samankaltaisempi genomin
sisdlto kuin kaukaisemmilla sukulaisilla. Tata
eroa ei kuitenkaan voida nihds, jos tarkastel-
laan vain ydingenomia eli geenejd, jotka ovat
kaikilla saman lajin edustajilla. Accessory-gee-
nit eli geenit joita ei ole lajin kaikilla kannoilla,
voivat kuitenkin paljastaa sukulaisuussuhteita,
joita ei havaita ydingenomissa. Naita voivat olla
esimerkiksi plasmidit tai muut geenit, jotka ei-
vit ole kaikille lajin kannoille valttimattomia.
Titd voidaan tutkija esimerkiksi Roary- tai ke-
hittyneemmalld Panaroo-ohjelmalla (19,20).
My®0s geenien séitelyalueita voidaan tutkia vas-
taavasti Piggy-ohjelmalla (21). Nimi menetel-
mit vaativat yleensd de novo -koonnin ja anno-
taation eli geenien havaitsemisen ja nimedmi-
sen genomista esimerkiksi Prokka-ohjelmalla
(22). Roary-ohjelmalla voidaan luoda myés
ydingenomilinjaus, jota voidaan puolestaan
kiyttdd luomaan fylogeneettinen puu, johon
voidaan liittdd muita pan-genomianalyysilla
ja muilla tyypitysmenetelmilld saatuja tulok-
sia esimerkiksi epidemioiden selvittimiseksi.
Fylogeneettisen puun luominen ydingenomin
kautta voi olla nopeampaa kuin readien linjaa-

T. Kallonen ja A. Hakanen

minen referenssigenomiin, mutta se ei luo yhti
luotettavaa fylogoniaa.

Mikrobistonaytteet

Mikrobistondytteisti sekvensoidaan esimer-
kiksi kaikki niytteesti eristetty DNA (shotgun
sekvensointi) tai monistetaan bakteereille omi-
naista DNA-sekvenssid eli 16S rRNA -geenid,
joka sekvensoidaan. Néytteen kaikkien organis-
mien DNA:n analyysia kutsutaan metageno-
miikaksi. Shotgun-menetelmilld voidaan saada
selville ndytteen bakteerien, alkueldinten, sien-
ten ja virusten monimuotoisuus ja niiden maa-
rélliset osuudet. Lisiksi voidaan tutkia ndytteen
ja sen sisdltimien bakteerien metabolista po-
tentiaalia, sekd esimerkiksi mikrobiliikeresis-
tenssi- ja virulenssigeenejé.

Niin sanotulla 16S-sekvensoinnilla saadaan
my0s selville bakteerien monimuotoisuus ja
mairasuhteet mutta ei tietoa muista bakteerien
geeneistd. Sitd voidaan tehdd sekvensoimalla eri
variaabeleita alueita kyseisestd geenistd, mutta
eri alueet antavat usein huomattavastikin erilai-
sen tuloksen niytteen lajikirjosta. Menetelmi
my0s perustuu geenimonistukseen, joka voi
aiheuttaa haasteita, koska se monistaa kaiken
bakteeri-DNA:n naytteestd, tuli se sitten niyt-
teestd itsestddn tai kontaminaationa reagens-
seista tai ympdristostd. Shotgun-sekvensointi
onkin korvaamassa 16S-sekvensointia mikro-
bistotutkimuksissa.

Analyysien haasteet

Monet analyysit, kuten resistenssi- ja virulens-
sigeenien detektio, perustuvat tietokantoihin.
Yksittdisen bakteerikannan bioinformatiikka-
analysoinnissa merkittivin virheldhde voikin
olla vertailutietokanta. Osa niistd on yksittis-
ten tutkimusryhmien ja osa yliopistojen tai
kansallisten instituuttien, kuten yhdysvaltalai-
sen NCBI:n yllapitimid. Vaikka monet niistd
kehittyvat jatkuvasti, vanhojen tietokantojen
yllapito saattaa loppua yllittien, eikd niiden
laatu vilttamaittd ole parhaalla mahdollisella
tasolla yllapitdjan taloudellisen tilanteesta riip-
puen. Joskus onkin hyddyllistd harkita oman
tietokannan rakentamista. Talloin on tarkkaan
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tiedossa, milld kriteereilld ja mihin tarkoituk-
seen se on rakennettu. Lisdksi voidaan olla var-
moja, ettd kaikki tietokannan sekvenssit on tar-
kistettu ja nimetty oikein. Toisaalta myds oman
tietokannan tekeminen ja ylldpitiminen vaatii
resursseja kuten aikaa ja rahaa, joita ei usein ole
riittavésti saataville.

Bioinformatiikassakin sattuu inhimillisia vir-
heiti, ja ohjelman tai tietokannan uusi versio
voi olla viallinen ja antaa virheellisid tuloksia.
Varsinkin kliinisessd kiytossd olevien ohjelmi-
en ja tietokantojen uudet versiot tdytyy testata
normaaliin tapaan laatujirjestelmien mukaises-
ti ennen kiyttdonottoa.

Muita tietoteknisid haasteita voivat tuottaa
esimerkiksi ohjelmien kiyttimit lukuisat eri
tiedostomuodot, laitevaatimukset sekid henki-
I6kunnan kokemattomuus Linux- tai Unix-ko-
mentorivin kiytostd. Komentorivi on yleensi
kdytossd varsinkin avoimen lihdekoodin oh-
jelmissa, mutta kaupalliset ohjelmat kayttavit
yleensd graafista kayttoliittymad ja ovat siksi
usein helpompia kiyttad. Toisaalta kaupalliset
ohjelmat eivit aina ole avoimia kiytettyjen ana-
lyysimenetelmien yksityiskohdista.

Yksittdisten kantojen analyysit eivit ole tie-
toteknisesti vaativia, ja niitd voi suorittaa aina-
kin yleensd normaaleilla poytitietokoneilla.
Suurten kokoelmien analyysit taas vaativat
huomattavaa panostusta laskentakapasiteettiin
ja tallennustilaan. Titd on kuitenkin saatavil-
la ainakin yliopistoille ja tutkimuslaitoksille
CSC:ltd, Tieteen tietotekniikan keskus Oy:Iti.
Tietoteknisid haasteita voi helpottaa se, ettd
monia tyokaluja voi kayttdd ilmaiseksi verkos-
sa. Niiden kaytettivyyttd voi hankaloittaa se,
ettd analyyseja voidaan ajaa usein vain yhdelle
tai muutamalle kannalle kerrallaan. Tama kui-
tenkin mahdollistaa esimerkiksi lajinmaarityk-
sen sekd resistenssigeenien analyysin ja usein
myos muita tyypitys- ja analyysivaihtoehtoja.
Esimerkiksi seuraavilla verkkosivuilla voi tehda
ilmaiseksi analyyseja sekvensoiduille kannoille:
www.genomicepidemiology.org/services/, www.
pathogen.watch/.
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Lopuksi

Bioinformatiikkaa kéytetdin talld hetkelld bak-
teriologisessa tutkimuksessa hyvin monenlai-
sen sekvensointidatan analytiikassa. Kliinisessd
mikrobiologiassa eli mikrobiologisessa poti-
lasdiagnostiikassa kaikkein lahimpina rutiini-
kayttod ovat resistenttien bakteerien epidemi-
aselvitykset esimerkiksi Staphylococcus aureus
-bakteerille ja enterobakteereille sekd myko-
bakteerien herkkyysmiiritykset. Mikrobistoja
analysoivassa metagenomiikassakin voitaisiin
bioinformatiikan osalta tarjota diagnostisia
tutkimuksia, mutta ongelmana ovat sekd hinta,
diagnostiikan tekniset haasteet ettd kaikkein
eniten 16ydosten kliinisen merkityksen ym-
martimisen keskeneriisyys. Tdssi on paljon
tyosarkaa monien eri alojen asiantuntijoiden
yhteistyo6lle.

Yhdistettynd muiden omiikoiden, kuten me-
tabolomiikan ja proteomiikan analytiikkaan
sekd koneoppimiseen, bioinformatiikka tulee
jo lihitulevaisuudessa my6s bakteriologiassa
avaamassa kokonaan uutta aikakautta. Yksi
voimakkaimmin kehittyvi ala on infektioepide-
miologia. Lisaksi mikrobistoista ja niiden hairi-
oistd johtuvien terveysvaikutusten tutkimus ja
seuraavassa vaiheessa my6s diagnostiikka tuo-
vat uutta nikékulmaa myos monien ei-tarttu-
vien tautien diagnostiikkaan ja hoitoon. m
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