Abstrakt

V této diplomové praci bylo testovano pouziti sekvenatoru MinlON (Oxford Nanopore) na
vzorcich pfipravenych tak, aby simulovaly infekéni vzorky. Testovany postup ma simulovat

praci se vzorkem s nezndmym patogenem, proto byl také vybran metagenomicky ptistup.

Byly testovany tfi kity: Rapid Barcoding Sequencing, PCR Barcoding a Premium whole
genome amplification, které se liSily v délce a naroCnosti piipravy a zptisobu amplifikace
nukleovych kyselin. Pro testovani bylo vybrano celkem osm virti s riznymi délkami a riznym
typem genomu (5,6 — 152 kb, ss/ds RNA, dsDNA), ze kterych bylo ptipraveno 10 vzorka
simulujici rizné infekce (respiracni, gastrointestinalniho traktu a moci) a jeden vzorek
obsahoval pouze vodu, jako negativni kontrolu. Pfed ptipravou vzorkl kity od firmy Oxford
Nanopore byly vzorky oSetfeny DNé4zou a RNéazou, virovda RNA byla ndhodné pfepsana do
DNA a u nékterych vzorkli byla provedena amplifikace k dosazeni vétSi koncentrace

nukleovych kyselin.

Ptipravou Rapid Barcoding Sequencing kit byly detekovany vsSechny pouzité viry
s nejvetsim poctem virovych cteni, celkem 4403, o délce 100-250 nt a s dobrym pokrytim
virového genomu. PCR Barcoding kitem bylo detekovdno pé&t zosmi viri a pocet
identifikovanych virovych ¢teni s délekou 100-200 nt vyrazné poklesl. Pomoci Premium whole
genome amplification kitu bylo detekovano nejméné virl (tf1 z osmi) s nejdel§imi ctenimi (az

7500 nt), které vSak obsahovaly jen kratké virové fragmenty opakujicici se ve dlouhé sekvenci.
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Barcoding Sequencing kit.
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