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Использование программы «Pasteurella Analyzer» для обработки данных метагеномного анализа микроорганизмов семейства Pasteurellaceae
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Уровень внедрения - учрежденческий
Область применения: методические рекомендации предназначены для врачей, ветеринарных врачей, биологов, микробиологов, специалистов по молекулярной биологии, проводящих анализ данных полногеномного секвенирования штаммов семейства Pasteurellaceae.
Аннотация

В методических рекомендациях предлагается компьютерная программа, позволяющая проводить анализ данных метагеномного анализа микроорганизмов семейства Pasteurellaceae с целью поиска генов антибиотикорезистентности и генов, кодирующих токсины.
Отличительными особенностями программы Pasteurella Analyzer являются:

1. Низкие требования к оборудованию – для работы требуется обычный «офисный» компьютер или ноутбук с 1 Гб оперативной памяти

2. Высокая скорость работы – на анализ данных одного генома (около 10 Мб) требуется 3-4 минуты 

3. Простота управления – программа разработана по принципу «одной кнопки» - никаких дополнительных настроек или специальных знаний не требуется

4. Программа рассчитана на работу с набором контигов, что не требует проведения предварительной сборки генома

5. Простота оценки результатов – данные анализа данных полногеномного секвенирования представляют собой интуитивно понятный текстовый файл на русском языке.

Алгоритм работы программы 

Поиск генов среди данных секвенирования проводится с использованием алгоритма локального выравнивая Смита-Ватермана с аффинными штрафами за делеции и вставки. При этом референс-последовательность каждого анализируемого гена подбирается среди всех представленных контигов. Если один и тот же ген будет обнаружен программой в нескольких разных контигах, то в итоговый файл будет занесен лучший результат.
Установка и запуск программы 

Pasteurella Analyzer доступен для скачивания на сайте http://antiplague.ru/pasteurella-analyzer/ в двух вариантах:

1. Полная версия (около 40 Мб) – предназначена для компьютеров с операционной системой Windows XP, 7, 8 без установленной виртуальной машины JAVA (JRE). В этом случае для запуска программы достаточно распаковать скачанный архив с программой и запустить файл Pasteurella Analyzer.bat
2. Только лишь исполняемый файл (около 1 Мб) – предназначен для компьютеров с установленной виртуальной машиной JAVA (JRE) на базе Windows, Linus, Mac OS X. При необходимости свежую версию JRE можно бесплатно скачать с официального сайта компании Oracle (www.oracle.com). При этом запускаемым файлом является Pasteurella Analyzer.jar

Входные данные
В качестве исходных данных используется файл в fasta-формате, содержащий набор контигов (протяженных нуклеотидных последовательностей - результат сборки de novo коротких ридов, полученных в результате полногеномного секвенирования). Предпочтительное расширение файла «.fasta» или «.fa». 

Проведение анализа
Внешний вид программы представлен на рисунке 1. Для выбора анализируемого файла необходимо нажать кнопку «Выбрать файл с сиквенсом». При этом открывается стандартный диалог выбора файла, в котором необходимо выбрать файл, содержащий данные полногеномного секвенирования (контиги).
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Рисунок 1 – Внешний вид программы

Работа программы может проводиться в двух режимах: поиск генов антибиотикорезистентности и поиск генов, кодирующих токсины. 

При необходимости можно задать название для проводимого анализа в поле «Название работы». В этом случае это же имя будет присвоено текстовому файлу с результатами (расположен в папке с программой). 

Для проведения анализа необходимо нажать кнопку «Начать анализ». При этом в нижней части окна программы появляется индикатор готовности результатов. Ориентировочное время для анализа fasta-файла размером 10 Мб составляет 20-60 минут. В процессе работы в окне результата отображаются обнаруженные гены с указанием выявленного сходства (рисунок 2). 
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Рисунок 2 – Результат работы программы (фрагмент)
По итогам работы программы в папке с исходным fasta-файлом формируются два файла с отчетом:

1. Краткий отчет содержит всю информацию о выявленных генах и проценте сходства, что и в окне результата. 
2. Расширенный отчет помимо перечня выявленных генов содержит выравнивание нуклеотидных последовательностей референтного гена и обнаруженного фрагмента.

Обратная связь

Все пожелания, замечания, выявленные ошибки можно направлять по электронной почте (plague@aaanet.ru), телефону (863) 240-27-03 или на почтовый адрес: 344002, г. Ростов-на-Дону, ул. Максима Горького, 117, Водопьянову Алексею Сергеевичу.
