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Abstrakt

V této diplomové préci 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 pfistup.

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 pfipraveno 10 vzorka
simulujici rizné infekce (respiracni, gastrointestinalniho traktu a moci) a jeden vzorek
obsahoval pouze vodu, jako negativni kontrolu. Pied pfipravou vzorki kity od firmy Oxford
Nanopore byly vzorky oSetfeny DNé4zou a RNazou, virovd RNA byla ndhodné pfepsana do
DNA a u nékterych vzorkii byla provedena amplifikace k dosazeni vétSi koncentrace

nukleovych kyselin.

Ptipravou Rapid Barcoding Sequencing kit byly detekovany vsSechny pouzité viry
s nejvetsim poctem virovych c¢teni, celkem 4403, o délce 100-250 nt a s dobrym pokrytim
virového genomu. PCR Barcoding kitem bylo detekovdno pét zosmi virGh a pocet
identifikovanych virovych ¢teni s délekou 100-200 nt vyrazné poklesl. Pomoci Premium whole
genome amplification kitu bylo detekovano nejméné virti (tfi z osmi) s nejdelSimi ¢tenimi (az

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

vvvvvv

Barcoding Sequencing kit.

Klic¢ova slova: sekvenovani nové generace, Oxford Nanopore, MinlON, klinicka virologie,

nezndmy patogen, metagenomické sekvenovani



Abstract

The use of the MinlON sequencer (Oxford Nanopore) was tested on samples prepared to
simulate infectious samples. The tested procedure is to simulate work with a sample with an

unknown pathogen. Therefore, a metagenomic approach was chosen.

Three kits were tested: Rapid Barcoding Sequencing, PCR Barcoding and Premium whole
genome amplification. Each kit differed in duration, difficulty to prepare and in amplification
of nucleic acids. In total it was chosen eight viruses with different genome lengths and with
varying types of the genome (5,6 — 152 kb, ss/ds RNA, dsDNA). Ten samples were prepared
to simulate different types of infection (respiratory, gastrointestinal tract and urine), and one
sample contained pure water as a negative control. Before preparation of the library with Oxford
Nanopore’s kits, DNase/RNase treatment was used. The viral RNA was transcribed into DNA

and in chosen samples were amplificated to reach a higher concentration of nucleic acids.

Rapid barcoding sequencing kit detected all selected viruses with the highest number of
viral reads (4403) with a length between 100 and 250 nt and quality coverage of viral genomes.
PCR Barcoding kit detected five out of eight viruses, and the number of identified reads with a
length of 100-200 nt distinctly decreased. Premium whole genome amplification kit detected
only three out of eight viruses, but with the longest reads (up to 7500 nt). However, these reads

contained only short viral repeating fragments in a long sequence.

The Rapid Barcoding Sequencing kit was the most successful in the identification of

pathogens in simulated infection samples.

Keywords: next generation sequencing, Oxford Nanopore, MinlON, clinical virology,

unknown pathogen, metagenomic sequencing
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1. Uvod

Sekvenovani nové generace (next generation sequencing, NGS) se stalo dilezitou soucasti
vyzkumu jak v oblasti lidské a bakteridlni genomiky, metagenomiky, tak pfi studiu genomu
virll a jejich variant. Jeho vyznam se ukdazal pfi nedavnych pandemiich zptsobenych viry
SARS-CoV-2 (Wu et al. 2020; Zhu et al. 2020), ale také pii epidemii viru Eboly (Quick et al.
2016), Ziky (Quick et al. 2017a) apod., kdy pomohl k identifikaci viru a stile napoméha
k detekci jeho novych variant (Wawina-Bokalanga et al. 2019). Kromé toho, ze musime celit
novym vyzvam jako jsou nové epidemie a pandemie, ziistava v mediciné mnozstvi ptipadi, kdy
nebyl ptivodce infekce rozpoznan. Tyto ptipady jsou shrnuty naptiklad v review (Kennedy,
Quan, a Lipkin 2017), kdy u 60 % ptipadt, u kterych se predpokladala virova encefalitida,
nebyl odhalen ptivodce infekce. Toto miize byt zptisobeno bud’to tim, Ze se jednd o novou
variantu viru ¢i bakterie, na kterou nejsou optimalizovany bézné konvencni metody (napf.
kultivace, polymerazova ftetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR), enzymova
imunoanalyza (enzyme-linked immuno sorbent assay, ELISA)), nebo se jedna o takového
puvodce, ktery s onemocnénim neni bézné spojovan, ¢i mohou byt na viné jiné divody
neinfekéni povahy. NGS by mohlo pomoci tyto diagndzy objasnit, jelikoZ se jedna o metodu,
ktera se schopna ziskat sekvence v§eho, co se ve vzorku nachazi. S tim se ov§em poji i mnoho
metodickych uskali, jako je mnoZstvi kontaminujicich nukleovych kyselin ve vzorku, problém
se zachycenim patogenu, pokud je kvantita ptili§ nizka a naposled 1 vysoka cena, v zavislosti

na pouzité sekvenacni technice.

V této praci jsme se rozhodli otestovat pro tyto ucely techniku sekvenovani Oxford
Nanopore. Vyhodami této technologie je predevsim nizka pofizovaci cena ($1000), neni
potieba ¢ekat na nasbirani dostate¢ného mnozstvi vzorkd, technologie je schopné sekvenovat

¢teni dlouha az 100 kb a sekvenovani i analyzu je mozné provadét v redlném cCase.



2.Cil prace

V této diplomové praci byly stanoveny nasledujici cile:

e na simulovanych infek¢nich vzorcich obsahujici virus, nebo skupiny virti otestovat tii
ruzné pripravy vzorkl s pouzitim tii riznych tii kit od firmy Oxford Nanopore a vybrat

nejvhodnéjsi kit pro identifikaci patogenu v klinickém vzorku s nezndmou infekci
e na fedénych infekcnich vzorcich otestovat sensitivitu pouzitych metod

e zhodnotit vliv pfitomnosti kontaminujicich nukleovych kyselin na vysledky

sekvenovani

e krom¢ otestovani a ptipravy protokolu pro laboratorni ¢ast otestovat také riizné nastroje,

jejich vyhody a nevyhody pro analyzu dat.



3. Prehled literatury

3.1 Sekvenovani nové generace v mikrobiologii — vysvétleni pojmi
Sekvenovani nové generace (next generation sequencing, NGS) se zacalo pouzivat kolem
roku 2005 (Margulies et al. 2005), mezi prvni platformy patfily sekvenatory firmy Roche

(www.roche.com) a Illumina (www.illumina.com). Jednalo se o moznost poprvé sekvenovat

statisice az miliony Cteni, a to v jednom b&hu — paraleln€. Diive bylo k dispozici Sangerovo
sekvenovani, kdy je sekvenator schopen ¢ist vzdy jen jednu sekvenci v reakci (obrazek 1).

410 4Z0 430 440 4E0
i GTT GCAGC GCEEG TCCACGCT GG TTTGCCCC [~ o GEC G TCECETETTTGEG TG T GG

W o o P

Obrazek 1: Elektroforeogram Sangerova sekvenovani jedné sekvence DNA (upraveno podle Foret, Kleparnik, a
Minarik 2017)

Prvni lidsky genom byl ziskan pomoci Sangerova sekvenovani (Venter et al. 2001),
nicméné az rozvoj NGS umoznil porovnavat lidské genomy za ucelem jak vyzkumnym, tak
klinickym (Zhang et al. 2011). Od té doby bylo osekvenovano nejen mnozstvi lidskych genomi,
ale také genomy virt a bakterii. Krom¢ jednotlivych organismti jsme dnes schopni sekvenovat
celé komunity bakterii, viri a eukaryotnich organismt ve vzorku. Vzniklo také mnozstvi
projekti vyuzivajicich NGS mapujicich sekvence v riznych prostiedich (napf. Human

microbiome project (Turnbaugh et al. 2007), Human genome project (Wheeler et al. 2008)).

V souvislosti s NGS se pouzivaji pojmy, které rozliSuji jednak ucel sekvenovéni, s ¢cimz
souvisi také zptisob piipravy vzorku a nasledné zpracovani sekvenci bioinformaticky. Z oblasti

mikrobiologie se jedna zejména o:

e (Celogenomové sekvenovani — jak uz z ndzvu vyplyva jde o metodu sekvenovani celého
genomu jednoho organismu. DNA/RNA organismu je ziskdna vétSinou Cista, bez
dalSich kontaminujicich nukleovych kyselin. Na pocatku je vétSinou fragmentovana na
pseky o délce, kterou umi sekvenator precist. Tyto sekvence jsou nakonec mapovany na
referencni sekvenci stejného organismu, pokud se nejedna o sekvenovéni organismu
zcela nového, kde je tfeba pfistoupit k jinému bioinformatickému zpracovani. Ziskdme
tak sekvenci konkrétniho organismu, kde lze napt. sledovat vzniklé mutace a

polymorfismy v jeho genomu.


http://www.roche.com/
http://www.illumina.com/

Metagenomické sekvenovani — timto pfistupem jsou sekvenovany vSechny organismy
v biologickém vzorku (prostfedi). Pokud se jedna o viry, hovofime o viromu (soubor
vSech virli ve vzorku), u bakterii o bakteriomu (vSechny bakterie) nebo o mikrobiomu
(vSechny mikroorganismy, ¢asto zaménovano s bakteriomem). Také zde dochazi
k fragmentovani nukleovych kyselin na kratsi seky, pfi¢emz geneticka informace
pochézi z vice organismu. Vysledna Cteni jsou poté spojovana bioinformaticky do
vychozich sekvenci zplisobem de novo — na zakladé¢ podobnosti jedné s druhou.

Vysledkem  jsou  del§i  fragmenty CGAGA@ pavodni gDNA
.GATTA

puvodnich genomit — kontigy (obrazek 2). |

Obsah sekvenci je analyzovan riznymi v
, .. v — — G
nastroji, napt. softwarem MG-RAST (z —TN\J AN N N /™ zenipo sekvenovani
== —_— N ‘// \"_/
- ~ —

angl. Metagenomics Rapid Annotaion
. i de novo spojovani éteni

using Subsystem Technology, pfiklad

.. TCATATGACGATCGATTCGTACTAGCATTT... +— kontig

vysledku takové analyzy obrazek 3). TCATATG GATTCGT  GCATTT
TATGACG GTACTAG
GACGATCG CTAGCATT
TCATATGA TTCGTACT

Obrazek 2: De novo spojovani jednotlivych ¢teni do
kontigii (upraveno podle Pavlopoulos et al. 2013)

Homo - 1,391 (38.85%)
Macaca - 350 (9.78%)
Rattus - 229 (6.40%)
Valvox - 203 (5.67%)
Ponge - 104 (2.91%)
Plasmodium - 99 (2.77%)
Brugia - 82 (2.29%)
Loa - 65 (1.82%)
Gallus - 63 (1.76%)
Pan - 62 (1.73%)

Mus - 55 (1.54%)

Obrazek 3: Vysledek analyzy softwarem MG-RAST
metagenomického sekvenovani vzorku nukleovych kyselin v
lidském aspiratu (ptiklad z této studie)

Metagenomické sekvenovani pomoci genu pro 16S rRNA nebo 18S rRNA — gen pro
16S rRNA o délce 1500 bp se vyskytuje u vSech bakterii a vyuziva se pro jejich
identifikaci, protoze obsahuje nckolik variabilnich oblasti, které jsou obklopeny

evolu¢né konzervovanymi oblastmi (obrazek 4).
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I - Konzervovana oglast D Variabilni oblast (V) - Hypervariabini oblast (H) I
— ——

68 136 433 576 821 980 1117 1243 1435

Obrazek 4: Gen pro 16S rRNA s barevné vyznacenymi oblastmi pro konzrevované a (hyper)variabilni oblasti,
Sipky znazoriuji primery (upraveno podle Shahi, Freedman, a Mangalam 2017)

Na tyto konzervované oblasti jsou navrhovany primery tak, aby byly amplifikovany 1

Taxonomie

. Bacillus subtilis

. Enterococcus faecalis
. Escherichia coli

. Lactobacillus fermentum
- Listeria monocylogenes
. Pseudomonas aeruginosa
_ Salmonella enterica

. Staphylococous aureus

variabilni oblasti a mohly

100~
byt nasledovné
sekvenovany pro urceni

druhtt bakterii ve vzorku 075~

(ptiklad takového vysledku

obrazek 5). Obdobné @
E o050-
oblasti jsou i vgenu pro 3
18S rRNA, ktery  *
nalezneme u hub a 025+
eukaryot. Po sekvenvovani
jsou cCteni porovnavany
000~
v databaZICh’ napr. reference  vzorek 1 v vzorek 2 v
. duplikatu duplikatu
v Ribosomal Database 2 A
Proiect Obrazek 5: Priklad vysledku metagenomického sekvenovani genu
d 16S rRNA, kde je vidét relativni mnozstvi jednotlivych druhd ve
(www.rdp.cme.msu.edu). vzorcich (upraveno podle Cuscé et al. 2018)
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3.2 Nejcastéji pouzivané NGS sekvenacni platformy — princip

INlumina

Tato platforma se fadi mezi sekvenatory druhé generace, protoze vyzaduje namnoZzeni
vychozi knihovny (templatu) diky metod¢ ,,bridge amplification* (pfemosténi). Namnozeni
templatu je charakteristické pro sekvenatory druhé generace, které potiebuji k precteni
sekvence zesileni signalu. To je zajisténo pomnozenim sekvenci, které uz dostatecné velky,

uniformni signal vydavaji (Metzker 2010).

U sekvenatort od firmy [llumina je béhem jednoho béhu mozné ziskat jednu miliardu ¢teni.

Délka sekvenovanych fragmentt je 35-300 bp (www.illumina.com).

Amplifikace pomoci pfemosténi (,.Bridge amplification®)

Po naneseni denaturované knihovny na ,flowcellu® (sekvenacni desticku) hybridizuji
jednovldknové DNA pomoci ligovanych adaptéri k oligonukleotidim navazanych na
»flowcelle®. Tyto jsou ve sméru ,,forward* a ,reverse, stejn¢ jako adaptéry na konci DNA
fragmentu. Nasledn¢ se tato vldkna amplifikuji pomoci n€kolikandsobné PCR. 3” konec
fragmentu hybridizuje s komplementarnim oligonukleotidem na ,,flowcelle* a vytvoii tak most

a kopiruje vlakno z druhé strany

Rist

(obrazek 6). Tvoii se Kklastry
identickych molekul (jeden klastr

Templat,
obsahuje pfiblizng 1000 kopii s, a(

polymeraz

jedné molekuly (Buermans a
den Dunnen 2014)). Jakmile dojde

k vytvoteni klastrii probiha vlastni

Sekvenace. "Bridge amplification"

Obrazek 6: Amplifikace templatového vlakna do klastri (upraveno
podle Metzker 2010)
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Vlastni sekvenace:

Na desticku jsou pridany sekvenacni primery, DNA polymeradza a fluorescencné znaené
nukleotidy. Tyto nukleotidy obsahuji reversibilni terminacni skupinu, kterd znemoziuje
pripojeni dalsiho nukleotidu. Terminacni skupina spolu s fluorescen¢ni znackou je odstranéna
poté, co je precten signal a nasledné muze byt ptipojen dalsi nukleotid a proces se opakuje

(obrazek 7). Presnost tohoto sekvenovani presahuje 99 % (Stoler a Nekrutenko 2021).

Pacific Biosciences

Tato platforma patii do sekvenatort
25000

tfeti generace, protoze sekvenator jiz umi Potet bazi: 3.98 Gb

Cist signal zjediné molekuly DNA. 20000 Potet Cteni: 450,972

Pouzitd metoda sekvenovéani se nazyva Arimams delica Enen:f BEEt
SMRT (z anglického ,,Single Molecule

Real-Time*). Pomoci  SMRT  lze 10000

15000

cteni

W

sekvenovat az 25 kb dlouha d&teni.
5000

Rychlost syntézy je 2-4 nukleotidy za
sekundu (Eid et al. 2009). Maximalni

0
L] 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000

pocet Cteni, stejné jako jejich maximalni délka cteni
Obrazek 8: Graf délek a poctu ¢teni po sekvenovani
délka =zavisi na zvoleném zplsobu platformou Pacific Biosciences s P5-C3 chemii. Data
. ziskana po sekvenovani jedné knihovny v osmi SMRT
piipravy (ptiklad pro chemii s ndzvem P5-  jamkach (upraveno podle Buermans a den Dunnen 2014)

C3 obrazek 8).

Princip SMRT:

Metoda je zaloZena na monitorovani polymerazové aktivity béhem inkorporace nukleotida
k vlaknu DNA. Reakce probiha v malé jamce, kde je k podkladu kovalentné navazana jedna
molekula DNA polymerazy. Nukleotidy jsou specificky fluorescenéné znaceny na fosfatové
skuping. Jakmile jsou v kontaktu s templatovou DNA a polymerazou, tak dojde ke svételnému
pulzu, ktery je detekovan senzorem (obrazek 9B). Poté je fosfatova skupina i s fluorescencni
znackou odstranéna (obrazek 9C). Templatem je dsDNA, na jejiz koncich jsou pfipojeny
adaptéry, které vytvaii smycky a vytvori tak cirkularni ssDNA a jakmile polymeraza zreplikuje

jedno vlakno muze ptes adaptér pokracovat replikaci druhého vldkna.
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Limit detekéni zony

Fluorescenéni pulz

INteNzita g

Obrazek 9: Princip SMRT, A: priblizeni komplementarniho dNTP k vlaknu DNA a DNA polymeraze, B: asociace
dNTP s templatem a aktivnim mistem DNA polymerdzy a vytvofeni svételného pulzu, C: odstépeni fosfatové
skupiny s fluorescen¢ni barvou a polymeraza se premisti na dalsi nukleotid (upraveno podle Metzker 2010)

Oxford nanopore

V roce 2014 pfisla firma Oxford Nanopore (ON) s novou technologii pro sekvenovani
pomoci nanopord, kdy lze detekovat signal uz jen z jedné molekuly DNA. Proto se technologie
fadi do sekvenatorti tfeti generace. Nejen sekvenovani, ale i analyza dat miize probihat
v realném case (po zjiSténi, Ze mame jiZ dost dat na vlastni analyzu), coZ sniZuje dobu
sekvenovani z dni na hodiny (hodi se u projektd, kdy je Zadouci znat vysledek co nejdiive).
Protoze sekvenovani neni zavislé na pomnozeni templatové DNA, jako je tomu napf. u
platformy Illumina, pravdépodobnost vzniku artefaktli se snizuje. Délka sekvenovaného ¢teni
muze byt az 100 kb, primérné se pohybuje mezi 250 nukleotidy az 10 kb (Jain et al. 2016).
Maximalni pocet cteni se odviji od délky sekvenovanych fragmenti, MinlON je schopen
produkovat az sto tisic ¢teni o primérné délce 5 kb (Greninger et al. 2015). Mezi hlavni
nevyhody této metody patii chybovost, ktera se primérné pohybuje mezi 10-15 % (Loit et al.
2019).
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Princip metody:

Béhem piipravy knihovny jsou ke koncim

DNA pfipojeny sekvenacni adaptéry a na 5 konec DNA —DNA
= bz
" ampérmetr 53 .

(Al ) *

je pak navazan motorovy protein, ktery se piipoji
mm — zdr0j napéti

k nanoporu a umoznuje pruchod vlakna poérem

(obrazek 10). Adaptéry také zajist'uji koncentraci

napéti

DNA vldken na povrchu membrany v blizkosti nanopore : &as

pori, ¢imz zvysuji az 1000x vychytavani vldkna |

(Jain et al. 2016). Pobliz nanoporti jsou na o ,  membrina
fl lle” také hydrofobni pr her* :
»flowcelle® také hydrofobni provazce (,tether®), Obriazek 10: Vldkno DNA prochazejici nanoporem

které navadi DNA do blizkosti nanoporu.  (upraveno podle www.scienceschool.org)

Nanopory tvofené z a-hemolysinu jsou zanoteny do elektro-rezistentni lipidové membrany. Na
kazdé desticce je 2048 nanop6orti. Nanopory prochazi ionty s konstantnim napétim, které je
naruS$eno priuchodem vldkna DNA. Kazda jeho béze je jinak velika a charakteristicky narusi
proud iontl a tim se zméni i napéti. Kazdy nanopore je napojen na vlastni elektrodu, ktera je

napojena na kanal a senzorovy Cip, ktery méti zménu napéti (www.nanoporetech.com).

Na kazdy kandl jsou napojeny Ctyfi nanopory, napéti se ovSem méii vzdy jen z jednoho
péru v Case. VSechny kandly jsou aktivni najednou (molekuly DNA jsou sekvenovany
zaroven). Jednotlivymi pory miize prochézet i vice molekul DNA za sebou, dokud nedojde
k jejich zablokovani — por pak jiZ neni aktivni. Signal ke kanalu je pak pienasen z dalSiho poru.
Na zacatku kazdého sekvenovani je u vsech pori méfena jejich aktivita (tzv. ,,Mux scan®). Poté
jsou ctvetice poért rozdéleny podle jejich aktivity od nejaktivnéjsiho po nejméné aktivni.
Sekvenovani za€ina nejvice aktivnim porem po dobu 24 hodin a zbyl4 doba je rozdélena mezi
ostatni tfi pory. ,,Mux scan* je opakovan po celou dobu sekvenovani kazdou 1,5 hodinu (doba
1ze nastavit) (Lu, Giordano, a Ning 2016). Pribéh sekvenace lze sledovat na obrazovce, viz.
obrazek 11. V pribchu sekvenovani se miize stat, Ze dojde k nahromadéni zotavujicich se a
nedostupnych poru. Tyto péry mohou byt znovu aktivovany promytim ,,flowcelly®, kdy dojde

k odstranéni knihovny pomoci DNazy I a poté se muze ,flowcella“ pouzit k dal§imu
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sekvenovani stejné nebo dalsi knihovny. Maximalni doba pouzivani ,,flowcelly pro pfistroje

MinION a GrindION 48 hodiny, pro piistroj PromethION 64 hodin (www.nanoporetech.com).

| | | | .... B 675m [

20h 1d2n 1d'9h

Sequencing Pore Recovering | Inactive Unclassified

Obrazek 11: Pribéh sekvenace v softwaru MinKNOW, A: Status kanalt v prib&hu sekvenovani (svétle zelena
barva — por prave sekvenuje, tmave zelena barva — por je aktivni, ale nesekvenuje, tmaveé modra barva — zotavujici
se por, svétle modréd barva — inaktivni por, bild barva — neklasifikovano, B: graf kumulace poctu cteni v Case,
modré barva — celkovy pocet ¢teni, zelend barva — Eteni, u kterych byl uspé$ny ,.basecalling®, cervena barva —
¢teni, u kterych nebyl tispésny ,,basecalling™

I kdyZ je ptesnost sekvenovani pomoci ON spiSe niz$i, od ptedstaveni prvniho sekvenatoru
MinION v roce 2014, kdy byla jeho ptfesnost néco malo pies 60 % (Laver et al. 2015), doslo
k vyraznému zlepseni az na 95 %. Kvalita sekvenovani zavisi na zptsobu piipravy knihovny.
Pokud je sekvenovéno pouze jedno templatové vlakno (1D sekvenovani), je pfesnost mensi nez
pii sekvenovani i komplementarniho vlakna (1D? sekvenovani), které nahradilo dfive

pouzivané¢ 2D. Sekvenovani obou vlaken 4 ipsekvenovani B: 2D sekvenovini 10 sekvenovini

umoziuji specialni adaptéry, které u 2D -f"’jo' / ﬂﬁ'
f “% .’

sekvenovani ligovaly na jednom konci obé ‘%‘

5

s

vlakna k sob¢ a ty se pak sekvenovaly hned
za sebou (obrazek 11B). Pi#i 1D’

sekvenovani dochazi ke ¢teni obou vlaken

zvlast, coz je zabezpeCeno adaptéry

udrzujici komplementarni vlakno v blizkosti —

poru (obrazek 11C) (Rang, Kloosterman, a Obrazek 11: Zptisoby sekvenovani dvouvlaknové DNA,

de Ridder 201 8). Sekvenovanim pouze A — 1D sekvenovani, B — 2D sekvenovani, C — 1D?
sekvenovani (upraveno podle Rang, Kloosterman, a

jednoho vlakna dosiahneme sice kvality  de Ridder 2018)

¢teni v rozmezi 80-90 %, ale za to ziskame

vice ¢teni nez pfi sekvenovani obou vldken, kde ale mtze byt piesnost sekvenovani az 99 %

(Ashikawa et al. 2018; Loit et al. 2019).
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3.3 Vyuziti NGS v klinické mikrobiologii

NGS metody maji velky potenciadl pro identifikaci patogenti v klinickych vzorcich bez
potieby pfedchozi znalosti o pfitomnosti viru ¢i jinych agens diky ziskani velkého poctu
sekvenci. Zatim se vSak v bézném klinickém provozu nepouzivaji z ditvodu jejich vysoké ceny,
slozitého a dlouhého procesu piipravy vzorku (tyka se vzorku, kde chceme sekvenovat virus) a
nutnosti nasbirat mnozstvi vzorkii pro jeden béh, aby se sekvenovani vyplatilo. Pfesto je
vyznam NGS pro oblast klinické mikrobiologie stale testovan, zejména pro piipady, kdy mél
pacient vSechny znaky infekéniho onemocnéni, ale zadny bézné testovany patogen se u néj
nepodaftilo identifikovat. Uvadi se, ze u 50 procent piipadl infekci nervové soustavy zistane
puvodce infekce nerozpoznan (Zanella et al. 2019). NGS by v téchto ptipadech mohlo byt
pfinosem vedle konvencnich metod jako je napf. PCR, imunologické analyzy nebo sérologie,
ptipadné by bylo i mozné identifikovat novy, dosud neznamy patogen (Towner et al. 2008;

Palacios et al. 2008).

V review Zanella et al. (2019) hodnotili ptinos NGS metody pii identifikaci ptivodce
infekce virovych encefalitid, meningoencefalitid a meningitid v klinickych vzorcich centralni
nervove soustavy (CNS). Review shrnuje vysledky z celkem 29 studii, kde byly pouZzity rizné
NGS protokoly. Dohromady bylo vySetifeno 307 vzorki od pediatrickych a dospélych,
imunokompetentnich i imunokompromitovanych pacientt. Vzorky pouzité k sekvenovani byly

mozkomisni mok nebo biopsie mozkové tkané.
- U 41 pacientti se podatilo identifikovat virus, ktery potencionalné vyvolal onemocnéni.

o V deseti pfipadech NGS umozZnilo identifikovat viry, u kterych nebylo zndmo
nebo se neptedpokladalo, Ze by infikovali CNS a proto nebyly konvenénimi
metodami testovany (napf. parvovirus 4, lidsky koronavirus OC43, lidsky

astrovirus), a to hlavné u imunokompromitovanych pacientt.

o U pacientl s encefalitidou byly objeveny tfi nové virové druhy nebo kmeny
(Viet-Nam cyclovirus, arenavirus ptibuzny s lymfocytarnim
choriomeningitovym virem a lidsky desovirus 1 asociovany s mozkomisnim
mokem).

o U 11 pacientli byly nalezeny viry, u kterych je znamo, ze infikuji CNS, ale
nebyly béznymi rutinnimi metodami detekovany nebo vySetieny (napf. virus

Epstein-Barrové, virus klistové encefalitidy, virus spalnicek).
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- Ze studie neni jasné, u kolika piipadd byl pivodce infekce rozpozndn pouze
konven¢nimi metodami.

Autofi konstatuji, ze chybi standardizace této metody, protoze existuji riizné protokoly pro
pripravu knihoven, rizné sekvenacéni technologie a také bioinformatické postupy a databaze,
coz také znemoziiuje objektivni srovnani vysledkd. Problematickd je také interpretace
negativnich vysledki, které mohou byt ovlivnény nizsi sensitivitou metody. I pfes to si autofi
studie mysli, ze by méla byt metoda zarazena mezi standardni klinické vySetieni pro ptipady,
protoze v tomto review vedlo NGS k odhaleni ptivodce infekce u dalSich 13 % ptipadd, kdy
klasické metody nenasly nic. Hodi se také pro odhaleni lokélni epidemie. Doba od ziskani a
zpracovani vzorkl aZ po bioinformatickou analyzu mutze trvat 48 hodin az 7 dni, je tedy dilezité

rozhodnout se pro NGS vySetfeni co nejdiive, pfedevsim v akutnich ptipadech.

Skupina Wilson et al. (2019) navrhla prospektivni jednoro¢ni studii, ve které sledovali
ucinnost metagenomického NGS (mNGS) v identifikaci infekéniho agens u 204 pacientl
hospitalizovanych s infek¢éni meningitidou nebo encefalitidou, vysledky byly ovéfeny a
porovnany s vysledky konvenénich laboratornich metod. U 50,5 % pacientl byl odhalen ptivod
onemocnéni, z toho nejcastéjsi byl infekéni pivod (27,9 %), dale pak autoimunitni (8,3 %).
Celkem bylo identifikovano 58 infekci u 57 pacientd, 33 % bylo identifikovano pomoci mNGS
1 konvenénich metod, 26 % pouze konvencnimi metodami a 22 % pouze mNGS (obrazek 12).
Ve tiech ptipadech byly patogeny identifikované pouze pomoci mNGS oznaceny za falesSné
pozitivni a jejich nalez byl
pfisuzovan kontaminaci g
z prostiedi nebo normalni lidské
flory. Nicméné klini¢ti 1ékafi obé metody {N=15)

vyuzili vysledky zmNGS

pouze konventni metody (N=26)

k vylouceni koinfekce,

diagnostice infek¢nich syndromt a

< ; roo W 57 (27.9%) infekéni 3 {1.59%) toxické metabolity
pomohli jim k nasazeni spravné -
I 17 (8.3%) autoimunitni 1 {0.59%) vaskularni
1écby. U osmi z 13 piipadd 7 (3.4%) neoplastické 15 (7.4%) jiné

. . 3 (1.59%) postinfekéni Il 101 (49.5%) nezname
diagnostikovanych pouze pomoci

mNGS vysledky piiznive Obrazek 12: Zastoupeni a kategorie stanovenych diagnoz
(upraveno podle Wilson et al. 2019)
ovlivnily  klinické rozhodnuti
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osetfujicich 1ékatt a vsedmi piipadech

umoznily vhodnou a cilenou terapii (obrazek

13), coz mize predstavovat dalsi krok oy

v

M 7 (54%) umoinéni vhodné a cilené l&éby
1 (%) pomoc k wlougeni koinfekce
B 1 (2%) podpofeni klinického rozhodnuti

v diagnostice meningoencefalitid.

2 (15%) 7adny vliv, protofe pacient
byl propuZtén z nemocnice
M 1 (3%) Zadny vliv, protoZe klinicky vyznam
byl nejasny
1 (8%) poskytnuti ujisténi

Obrazek 13: Vliv na rozhodovani o 1écbé u
ptipadd diagnostikovanych pouze pomoci
mNGS (upraveno podle Wilson et al. 2019)
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3.4 Oxford Nanopore ve virologii

Od vyvinuti technologie pouzivani tohoto sekvenatoru rychle roste. Jeho hlavni vyhodou je
nizka pofizovaci cena (cca $1000), ale také nizké naklady na jednu sekvenaci (cca $100). Tomu
samoziejm¢ odpovida i pocet ziskanych sekvenci, ktery je vyrazné niz$i nez dalsi dvé jiz
zminované platformy (PacBio a Illumina). Toto miize byt ale vyhodou, protoze nemusime ¢ekat
na nasbirani velkého poctu vzorkii k sekvenaci (coz témeét vytazuje pouziti obou dvou
zminénych platforem pro klinickou virologii), ale 1ze ekonomicky sekvenovat i jen jeden

vzorek (hodi se naptiklad u ptipadt akutni infekce, pokud je sekvenovani zadouci).

Pti sekvenovani technologii ON se pouziva bud’ sekvenovani amplikonti, nebo sekvenovani
metagenomické. Sekvenovani amplikonti ma nespornou vyhodu v tom, ze pomoci specifickych
primerQ lze ze vzorku tzv. ,,vytdhnout™ pouze virova ¢teni, a to pouze od viru, ktery chceme
sekvenovat. To se velmi hodi pti sekvenovani viru ptimo z biologického vzorku, ktery obsahuje
i dalsi kontaminujici sekvence. Nevyhodou sekvenovani amplikont vSak je, Ze musime znat
virus, ktery chceme sekvenovat a mit navrzeny primery tak, aby nasedaly na jeho konzervativni
oblasti. Pokud se vyskytne mutace pod timto primerem, miize dojit k jejimu pfehlédnuti, pokud
neni oblast pokryta dals$im PCR produktem. Metagenomickym pfistupem naproti tomu
sekvenujeme vse ve vzorku, bez predchozi znalosti pritomnosti viru. Bohuzel timto zptisobem
také ziskavame mnozstvi nezadoucich sekvenci, které zeyména v oblasti virologie Casto Uplné

prekryji signal pochézejici z viru. Technologie ON byla vyuzita napiiklad ve studiich:

e skupina Wang et al. (2015) testovala sekvenovani na MinIONu pro rychlou diagnostiku
v brzkych fazich pandemie chiipky a rychlému sekvenovani virového genomu. RNA
viru byla izolovdna z bunéénych kultur a sekvenovano bylo vSech osm genil viru
influenzy A. Ty byly spole¢né amplifikovany pomoci RT-PCR (z angl. ,reverse
transcriptase PCR*). K amplifikaci byly pouzity primery komplementarni k vysoce
konzervovanym 5" a 3" koncim genii kazdého segmentu. Knihovna byla pfipravena
gDNA sekvenacnim kitem (Oxford Nanopore) a ke konciim amplikonti byly ligovany
sekvenacni adaptéry. Po ctyfech hodinach sekvenovani bylo ziskdno celkem 118052
¢teni, z toho 17108 bylo vysoce kvalitnich, protoZe byly ziskdny z obou vlaken DNA
(2D sekvenovani) a 84,46 % téchto Cteni se alignovalo k referenci viru. Bylo dosazeno

plného pokryti vSech segmentl influenzy A.

e Quick et al. (2016) vypracovali protokol pro sledovani evoluce viru Ebola béhem

propuknuti infekce sekvenovanim celého genomu viru Ebola (EBOV) na MinlONu, s
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cilenou RT-PCR a navrhli 38 para primert, které pokryvaly cely genom viru. Béhem
pul roku osekvenovali celkem 142 vzorkd. RNA byla izolovéana ze vzorku krve, séra
nebo moci, kterd byla poté prepsana do cDNA a amplifikovana. Ekvimolarni mnozstvi
amplikont bylo zpoolovéno tak, aby celkové mnozstvi DNA bylo 1 pg. Po upravé
koncti mohly byt ptipojeny sekvenacni adaptéry pro 2D sekvenovani a néasledné byly
vzorky sekvenovany na MinIONu. Cteni poté byla alignovana k referenci kmene EBOV
ziskaného na zacatku propuknuti infekce (EM_079517), aby byly detekovany varianty
genomu. Timto zpisobem byl genom pokryt z 65,7 % s pokrytim alesponi 25 ¢teni.

Skupina Quick et al. (2017b) testovali novou metodou piipravy knihovny pomoci
multiplexové PCR, kterou by bylo mozné cilené¢ namnozit virovy genom obsahujici i
mén¢ nez 50 kopii viru na reakci, a nasledn¢ sekvenovat MinlONem (Oxford
Nanopore). Touto metodou by mélo jit dosdhnout kompletniho pokryti virového
genomu z klinického vzorku ve dvou reakcich. Pro pokus vybrali referen¢ni vzorek viru
Zika s prahovym cyklem (threshold cycle, Ct) 18-20, ze kterého byla vyizolovana
virova RNA. Nasledné byla ptepsana do cDNA reverzni transkriptazou s ndhodnymi
hexamery. Primery pro amplifikaci byly navrZeny tak, aby se vytvotily amplikony o
délce 300-500 bp. cDNA byla amplifikovana v jedné reakci s poolem primert (kazdy o
finalni koncentraci 0,02 uM). Pro pfipravu knihovny byl pouZit Native Barcoding kit a
kit pro pfipravu 2D knihovny (Oxford Nanopore). Z celkovych 9606 2D cteni se 97,7
% namapovalo na genom viru Zika s pokrytim vice jak 25 Cteni. Pfi testovani této
metody na péti klinicky vzorcich pozitivnich na virus Zika s hodnotami Ct v rozmezi
33,6-35,9 osekvenovali vice jak 1400000 ¢teni z kazdého vzorku, ale pouze jednotky az
stovky byly alignovany k referen¢nimu genomu. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno u
vzorku s Ct 33,9, kde nasli 223 cteni, které ze 79,2 % pokryly referencni genom viru
Zika.

Brinkmann et al. (2021) zavedl metodu ,,AmpliCov* pro rychlou identifikaci varianty
viru SARS-CoV-2 pomoci multiplexové PCR a celogenomového sekvenovani na
pfistroji MinION. Metoda je zaloZena na multiplexové amplifikaci ve dvou reakcich
s113 a 111 primery pro amplifikaci celého genomu SARS-CoV-2. Primery byly
navrzeny podle alignmentu vSech dostupnych referenci viru v databazi GISAID (k 23.
lednu 2020) a jedné reference viru SARS-CoV-1 (NC _004718) tak, aby pokud mozno

pokryvaly konzervované sekvence mezi vSemi sekvencemi SARS-CoV-2 a SARS-
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CoV-1 pro amplifikaci oblasti, kde je zvySend pravdépodobnost mutaci. Délka
amplikonl byla v rozmezi 199 a 775 bp. Protokol testovali na tfech riznych kmenech
SARS-CoV-2 izolovanych z bunécénych kultur a na 36 klinickych vzorcich pacient
s laboratorn¢ potvrzenym onemocnénim COVID-19. Extrahovand RNA byla reverzné
transkribovand s ndhodnymi hexamery do cDNA. Amplifikace probihala ve dvou
reakcich, protoze byly pouzity dva riizné pooly primert. Néasledovala pfiprava knihovny

dvéma zpusoby (Oxford Nanopore):

1) Rapid Barcoding kit: timto kitem byly piipraveny vzorky jak z bunéény kultur, tak
od pacientli. Nejprve je DNA fragmentovana transpozdzou a zaroven jsou k ni
pripojeny barcody. Poté jsou vzorky zpoolovany a nakonec pfipojeny sekvenacni

adaptéry.

2) Ligacni sekvenacni kit: tento zplsob piipravy podstoupily pouze vzorky od
pacient. U celych genomu piepsanych do DNA byly upraveny konce, pfipojeny

barcody a nasledné i sekvenacni adaptéry.

Piipravené knihovny byly sekvenovany na pfistroji MinlON. U dvou ze tfi kment
izolovanych z bunéénych kultur byla identifikovana ¢teni, které se 100% shodovaly
s referenénim genomem. Sekvence z kazdého izoladtu (dohromady 75000 Ccteni)
pokryvaly referen¢ni sekvekvenci z vice jak 98 % s hloubkou pokryti >10. Vzorky
ziskané od pacientl byly sekvenovany do té doby, nez bylo ziskano 50000 od kazdého
vzorku. Pokryti genomu bylo vypocitano jen u oblasti s hloubkou pokryti >10. Vzorky
pripravené ligatnim sekvena¢nim kitem s hodnotami Ct 17-23 pokryly genom z 92,6-
99,3 %, s Ct 24-29 bylo pokryti 91,9-99,2 % a s Ct do 35 byl genom pokryty z 92,2%.
Rapid Barcoding kitem pfipravené vzorky s Ct 17-23 dosahovaly pokryti genomu 92,0-

99,2 % a vzorky s hodnotami Ct >31 nebylo moZné osekvenovat.

Ve studii Greninger et al. (2015) byly metagenomicky sekvenovany Chikunguniya virus
(CHIKYV), Ebola virus (EBOV) a virus zloutenky C (hepatitis C virus, HCV) a to ve
ctytech riznych vzorcich pacientii (CHIKV v plasmé, 2x EBOV v krvi a HCV v séru),
u kterych byla laboratorné potvrzena ndkaza. Cilem studie bylo poukazat na potencial
technologie v identifikaci patogent v klinickych vzorcich. Koncentrace virta ve vzorku
u CHIKV a EBOV byla 107-108 kopii/ml, u HCV 10° kopii/ml. Tyto vzorky se podafilo
osekvenovat bez cilené virové amplifikace, nejprve byla vyizolovana RNA piepsana do

cDNA pomoci nahodnych primert s ,tagem®, ktera byla nasledné¢ amplifikovana
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s primery komplementarnimi k ,,tagim®. Pro ptipravu knihovny byl pouzit sekvena¢ni
kit pro genomickou DNA, pomoci kterého byly upraveny konce cDNA, aby na né¢ mohly
byt ligovany sekvenac¢ni adaptéry. Sekvenace probihala na pfistroji MinlON a
dohromady byly pouzity 3 ,,flowcelly*. Vysledky sekvenovani:

1) CHIKV: celkem 556 ¢teni ze sekvenovani na prvni ,,flowcelle® se namapovalo na
referenci CHIKV. Pokud byly parametry nastaveny na minimalni pokryti 3x byla
ziskana sekvence 90 % genomu. Identita s referenci byla 97-99 %. Pokud bylo

snizeno pokryti na 1x bylo ziskano 98 % genomu.

2) EBOVI: po promyti ,flowcelly* byl sekvenovan vzorek pozitivni na EBOV, ze
kterého bylo ziskano pouze 41 cteni z celkovych 13090. Tak malo sekvenci bylo
ziskano nejspis kvili pfitomnosti velkého mnozstvi kontaminujicich nukleovych

kyselin hostitele, protoze virus byl izolovan z krve.

3) EBOV2: vzorek druhého pacienta pozitivni na EBOV byl sekvenovéan 4x za sebou
na jedné flowcelle. Celkem bylo generovano 335308 ¢teni a z toho 609 bylo
alignovano k EBOV referenci, pfi¢emz 88 % genomu bylo pokryto alesponi jednim

Ctenim.

4) HCV: sekvenaci vzorku pozitivniho na HCV na nové ,,flowcelle* bylo generovano
celkem 85647 ¢teni a pouze 6 z nich bylo alignovano k referenci viru HCV, nejspis

kviili po¢ateénimu nizkému titru viru ve vzorku (10° kopiii/ml).

Mostafa et al. zjiStovali, jestli je moZné detekovat metatranskriptomickym
sekvenovanim tfeti generace koronavirus SARS-CoV-2 ve vzorcich od 40 pacientd, u
kterych byl pfedem pozitivné testovan pomoci qPCR (z angl. quantitative PCR)
(prahovy cyklus vrozmezi 13,9-36,6) a 10 vzorkli od pacientl podezielych, ale
negativnich na SARS-CoV-2. K tomu jesté charakterizovali mozné virové a bakterialni
koinfekce. Z nasofaryngealni stéri byly izolovany veSkeré nukleové kyseliny, které
byly dale zpracovany dvéma zpusoby:
1) sekvenovani RNA s poly(A) koncem pro ziskani sekvenci SARS-CoV-2, ktera byla
byla ptfespana do cDNA a k vytvoteni knihovny byl pouzit liga¢ni sekvenacni kit,
kterym byly upraveny konce cDNA a pfipojeny sekvenacni adaptéry a barcody.

2) DNA byla pfimo zpracovana ,,PCR barcoding kitem* pro identifikaci koinfekci.
Rozdil od ptedchoziho kitu byl, Ze nukleové kyseliny byly nejprve fragmentovany,
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poté byly upraveny konce DNA a byly ligovany adaptéry obsahujici mista pro

navazani primerd pro naslednou amplifikaci a barcody.

Ob¢ knihovny byly poté sekvnovany na pfistroji GridlON (Oxford Nanopore). U 31
z 40 pozitivnich pacienti na SARS-CoV-2 se jim podafilo infekci potvrdit, pfitom
rozmezi Ct u vzorka, kde se virus nedetekoval, bylo 21-36,6. Autoii se domnivaji, Ze
virova ¢teni mohly byt zastinény hostitelskymi. U 10 negativnich pacientti se zddna
¢teni patiici SARS-CoV-2 nenasla. U péti pozitivnich pacienti byly detekovany
klinicky zdvazné organismy s vice jak o 50 % vétSim relativnim zastoupenim, nez jsou
normalni hodnoty. Napi. u dvou pacienti byl nalezen Haemophilus influenzae a u

jednoho herpes simplex 1.
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4. Material a metody

4.1 Simulace infek¢nich vzorkiu

K simulaci infek¢nich vzorki jsme pouzili viry, bakterie a kvasinku. Jejich taxonomie,
charakteristika genomu a informace odkud byly ziskany jsou shrnuty v tabulce 1. Vzorky byly
namichany s ohledem na to, jak se spolu bézn¢ vyskytuji i v jaké kvantité¢ (tabulka 2). Snazili
jsme se pouzit viry s riznou stavbou i délkou genomu. Vybrané skupiny virt nafedéné na
pozadovanou kvantitu byly smichany s tzv. ,,negativnim vzorkem* (shrnuto v tabulce 2). Jedna
se 0 vzorek, ve kterém by se bézn¢ testovali a ktery byl ovéfen pomoci kvantitativni PCR na
negativitu na vSechny testované viry v této studii. Tato strategie byla pouzita proto, Ze
v negativnim vzorku existuje mnozstvi tzv. kontaminujicich nukleovych kyselin pochdzejici
z bakterialnich nebo lidskych bunék (zejména ve vzorku stolice). Tento material se bude vzdy
ve vzorku vyskytovat, a proto s nim musime pfi testovani sekvenac¢ni techniky pocitat. Pouzili
jsme tfi typy negativnich vzorkl (tabulka 2). Negativni vzorky pochézely se sbirky oddéleni
virologie, Fakultni nemocnice v Motole. Pro testovani bylo pouzito celkem 10 smési, 11.
vzorek byla voda jako negativni kontrola. U vzorku €. 6 nebyla simulovana zadna infekce, byl
namichan tak, abychom otestovali miru a pfesnost sekvenace smési viru, prokaryotniho a
eukaryotniho organismu s riznym typem genomu. Vzorky ¢. 7-10 (tabulka 2) vznikly
nafedénim vzorkt 1, 3, 5 a 6 vodou, abychom otestovali miru a ptesnost sekvenovani technikou

Oxford Nanopore u vzorkl s nizkou kvantitou.

Virus — taxonomie: Typ a délka Odkud jsme je | Material pouzity
iskal k izolaci
Rod Drub Genotyp genomu ziskaly izolaci
(typ/kmen)
Kmen: + ssRNA, Norwegian supernatant
Enterovirus . " 7,3 kb Institute of bunééné kultury
Enterovirus B | Echovirus .
(EV) 30 (E30) Public Health,
Oslo, Norway
+ ssRNA, Norwegian izolovano
Parechovirus Typ: Lidsky | 7,3 kb Institute of z puvodniho
Parechovirus 4 parechovirus Public Health, vzorku
1 (HPeV-1) Oslo, Norway (supernatant
stolice)
dsRNA (11 vakcina izolovéano z
. . Kmen: G1-4 5 « ,
Rotavirus Rotavirus A segmentl), 18,5 | ,,RotaTeq vakciny
a P1A[8] Kb
Herpes dsDNA, sbirka oddé€leni izolovano
. : orpes 152 kb virologie, FN | z pivodniho
Simplexvirus simplex virus .,
Motol, Praha, vzorku (aspirat)
I (HSV-1) M
CR
Virus -ssRNA, 15,9 Statni zdravotni | izolovano
S spalnicek kb ustav v Praze, z kultury VERO
Morbillivirus |y 1o 4les CR bunék (celé
virus, MeV) kultura)
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CR

- ssRNA (8 Statni zdravotni | izolovéano
. ) segmenttl), 13,5 | ustav v Praze, z kultury MDCK
Alphainfluenz Ii?ﬂuenza A Kmen: kbg CR bunek g\f/la dine
a virus H3N2 .
Darby Canine
kidney)
Respiracni - ssRNA, 15,2 Statni zdravotni | izolovano
syncytialni kb ustav v Praze, z kultury bunék
Orthopneumo | virus Tvp B CR L132 (odvozené
virus (Respiratory yp z plic lidského
syncitial virus, embrya, cela
RSV) kultura)
dsDNA, sbirka odd¢€leni | izolovano
Betapolyomav | BK virus 5,6 kb virologie, FN z puvodniho
irus (BKV) Motol, Praha, vzorku (moc)

Tabulka 1: Piehled vird pouzitych pro pfipravu simulovanych infekénich vzorkt: jejich taxonomie, typ, délka a
organizace genomu, odkud jsme virus ziskali a z ¢eho byl izolovan
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Cislo vzorku

Simulovana infekce

Vzorek, ze kterého by se
béZné infekce testovala
(negativni vzorek, do
kterého jsme namichali
testované patogeny)

Patogeny ve vzorku

Kvantita viru (Ct¥)
po namichani smési
a pocet kopii

Kontaminujici lidska
DNA (kvantita v Ct*) po
namichani smési
*%

Kontaminujici bakterialni
DNA (kvantita v Ct*) po
namichani smési***

E30 15 (3*107 kopii/ul)

Prijmové onemocnéni P y
1 zpisobené béznymi viry, Vzorek stolice HPeV-1 20 (1,1*10° kopii/ul) nebylo detekovano 29 (10 kopii/ul)

gastrointestinalni trakt Rotavirus A (zahrnujici ”

kmeny: G1 —4, P1A[8])
Infekce hornich cest
2 dychacich virem z ¢eledi Vzorek aspiratu HSV-1 16 (7*10° kopii/ul) 23 (1800 kopii/ul) 32 (1,7 kopii/pl)
Herpesviridae

Infekce dychacich cest

virem chfipky typu A a H3N2 19,6
3 lidskym respiracnim Vzorek aspiratu 30 (40 kopii/pl) 36 (0,15 kopii/pl)

Syncytidlnim virem B RSV B 28,6

(bé€znymi respiracnimi viry)
4 Infekce virem spalnicek Vzorek moci MeV 24 37 (1 kopie/pl) 36 (0,15 kopii/ul)
5 Infekce BK virem Mo¢ BKV 15 (1,3*10% kopii) 36 (1,7 kopii/ul) 35 (0,3 kopii/ul)
' E30 31 (200 kopii/pl)
Vzorek pouzit k testovdni | g A/ RNA vybrangch . .
6 sekvenovani raznych typt o y Pseudomonas -/ neméieno neméfeno
. patogent ve vodé . 30,5 (3400 kopii/ul)
genomu aeruginosa
Candida albicans 1700 kopii/ul
E30
7 (vaorek 1 | Primové onemocnéni | HPeV-1 ) N ,
zpusobené béznymi viry, Vzorek stolice nemeéteno nemeéteno nemeéteno

fedény 100x)

gastrointestinalni (GI) trakt

Rotavirus A (zachrnujici
kmeny: G1 — 4, P1A)
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Infekce dychacich cest H3N2
8 (vzorek 3 virem c,:hrlp ky .tylgu,A a ., . . .
fedény 100x) lidskym respiraénim Vzorek aspiratu neméfeno nemeteno neméfeno
syncytidlnim virem B RSV B
(béznymi respiracnimi viry)
V9 (VV Zf)rek > Infekce BK virem Mo¢ BKV neméfeno neméfeno neméfeno
fedény 100x)
. . E30
10 (vzorek 6 Vzorek p9u?1tok tc::‘stovan} Smés DNA/ RNA vybranych : . . .
Yo 1Xns sekvenovani riznych typt o M P. aeruginosa nemereno nemereno nemereno
fedény 100x) . patogent ve vodé -
genomu C. albicans
11 Negativni kontrola Voda neméteno neméfeno nemeéfeno

Tabulka 2: Vzorky simulujici infek¢ni vzorek s hodnotami Ct pro virus, kontaminujici lidskou a bakterialni DNA
* Ct (threshold cycle), prahovy cyklus, pouziva se ke kvantifikaci pomoci PCR, pokud nemame k dispozici kalibra¢ni kiivku (standardy o zndmé kvantit¢)

** detekovano pomoci genu pro albumin. Hodnoty za prahovym cyklem 35 odpovidaji méné nez 10 kopiim genu

*** detekovano pomoci genu pro 16SrRNA. Prahovy cyklus 30 odpovida negativnimu vzorku
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4.2 Priprava vzorki pred pouzitim kiti od Oxford Nanopore

4.2.1 Material a pristroje

Chemikalie:

Nazev Vyrobce

DEPC voda Ambion, USA
AMPure XP Beckman Coulter, USA

GelRed Nucleic Acid Stain 10 000

Biotinum, USA

Rotiphorese 10x TBE pufr

Carl Roth, Némecko

injek¢ni voda

Fresenius kabi, Némecko

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Life Technologies, USA

Seakem LE Agarose

Lonza, Svycarsko

ethanol absolutni p.a.

Penta Chemicals, CR

bromfenolova modf *

Sigma-Aldrich, USA

sacharoza *

Sigma-Aldrich, USA

xylen-cyanol *

Sigma-Aldrich, USA

ProClin*

Sigma-Aldrich, USA

*slozky nanaseciho pufru pro elektroforézu (1,3 g bromfenolové modte, 1,3 g xylen-cyanolu,
150 p ProClinu, 200 g sachar6zy, 250 ml destilované vody)

Material:
Nazev Vyrobce
Biosphere Filter Tips Sarstedt, USA

mikrozkumavky 1,5 ml a 2,0 ml

Sarstedt, USA

Multiply - uStrip Pro 8-strip

Sarstedt, USA

Komerc¢ni kity:

Nazev Vyrobce

High Sensitivity DNA Kit Agilent Technologies, USA
Qubit dsDNA HS Assay Kit Invitrogen, USA

RNase Coctail Enzym Mix Invitrogen, USA

DNA Polymerase I Large (Klenow) Fragment

Promega, USA

ImProm-II Reverse Transriptase

Promega, USA

RQI1 RNase-Free DNase

Promega, USA

HotStarTaq polymerase kit

Qiagen, Némecko

QIAmp Viral RNA Mini ki

Qiagen, Némecko

QuatiTect Probe RT-PCR kit

Qiagen, Némecko

AmpliTagGold DNA Polymerase

Thermo Fischer Scientific, USA

Exonuclease |

Thermo Fischer Scientific, USA

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase

Thermo Fischer Scientific, USA

29



Pristroje:

Nazev

Vyrobce

Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies, USA

elektroforeticka vana Midigel XL

Apelex, Francie

ABI 7300 Realtime PCR System

Applied Biosystems, USA

zdroj Power Pac 200

Bio-Rad, USA

S220 utrasonikator

Covaris, USA

centrifuga MiniSpin Plus

Eppendorf, Némecko

pipeta Research Pro

Eppendorf, Némecko

centrifuga Universal 320R

Hettich, Némecko

DynaMag - 96 postranni magnet

Invitrogen, USA

Qubit 2.0 Fluorometer

Invitrogen, USA

robot QIAcube Qiagen, Némecko
Vortex Genie 2T Scientific Industries, USA
LabCycler Sensquest, Némecko

pipeta Finnpipette, F2

Thermo Fischer Scientific, USA

4.2.2 Izolace nukleovych kyselin, ovéieni kvantity viri a smichani vzorki
VétSina vzorki nam byla pfedana jiz ve formé vyizolovanych nukleovych kyselin. To, na
jakém pracovisti byla izolace provedena je shrnuto v tabulce 3. Pro tcely této studie jsem

izolovala pouze tzv. ,,negativni vzorky*, uréené k nafedéni smési a vzorek rotavird z vakciny

RotaTeq.
Virus (¢i jiné) Kde Pouzity kit
EV (E30) Norwegian Institute of Vzorek poskytnut pro
Public Health, Oslo, ucely této studie, zptisob
Norway izolace neznamy
HPeV-1 Norwegian Institute of QIAmp Viral RNA Mini
Public Health, Oslo, kit (Qiagen, Némecko),
Norway jako bylo popsano
v ¢lanku od Cinek et al.
(2006)
Rotavirus A 1zolovano nové, pro QIAmp Viral RNA Mini
- Kmeny Gl-4a | UCely této studie, kit (Qiagen, Némecko)
PIA[S8] Laboratot moleklilérni
genetiky, Praha, CR
HSV-1 Oddéleni virologie, QIAmp Viral RNA Mini
FN Motol, Praha, CR kit (Qiagen, Némecko)
MeV Statni zdravotni ustav MagNA Pure Compact
v Praze, CR Nucleic Acid Isolation
Kit I (Roche, Svycarsko)
Influenza A virus, Statni zdravotni ustav MagNA Pure Compact
H3N2 v Praze, CR Nucleic Acid Isolation
Kit I (Roche, Svycarsko)
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mikrobiologie 2. LF UK
a FN Motol, Praha, CR

RSV B Statni zdravotni ustav MagNA Pure Compact
v Praze, CR Nucleic Acid Isolation

Kit I (Roche, Svycarsko)

BKV Oddgéleni virologie, QIAmp Viral RNA Mini
FN Motol, Praha, CR kit (Qiagen, Némecko)

P. aeruginosa Ustav lékatské AMPLICOR Respiratory

Specimen Preparation
Kit (Roche, Svycarsko)

C. albicans

Ustav 1ékafeké
mikrobiologie 2. LF UK
a FN Motol, Praha, CR

Quick-DNA
Fungal/Bacterial
Miniprep Kit (Zymo
Research, USA)

Tabulka 3: Zptisob a misto izolace nukleovych kyselin z patogent

Postup izolace RNA/DNA:

1. Manudlni lyze

(vzorek stolice prosel pied timto krokem nékolikanasobnou centrifugaci a filtraci pies

0,22um filtr a byl odebran supernatant. Ostatni vzorky nebyly pted izolaci nijak
upravovang)

smichéani 140 pl vzorku a 1,4 pl nosi¢ové RNA s 560 ul AVL (lyza¢niho) pufru

2. 1izolace v automatickém robotu QIAcube dle protokolu vyrobce

VSechny vzorky virGi i negativnich vzorkd (pouzivanych k namichani smési virt a

simulujici vzorek pacienta) byly podrobeny qPCR na vSechny testované viry (u negativnich

15 sekund vortexovani

inkubace 10 minut pfi pokojové teploté

vzorkll byla ovéfena negativita) a nejcastéjsi kontaminujici sekvence (lidskou a bakteridlni

DNA). V ptipadé, Ze jsme méli vice izolati stejného viru, byl vybran ten z izolatd, ktery mél

nejvyssi virovou naloz. V piipadé, ze jsme méli na vybér vice negativnich vzorkl byl vybran

ten vzorek, ktery mél nejnizsi podil kontaminujicich sekvenci.
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Virus (¢i jiné)

Pouzita chemie

Pouzity protokol

EV (E30) QuatiTect Probe RT-PCR kit
HPeV-1 QuatiTect Probe RT-PCR kit
HSV-1 HotStarTaq DNA Polymerase
BKV HotStarTaq DNA Polymerase
Bakterialni DNA (gen HotStarTaq DNA Polymerase
pro 16S rRNA)

Lidska DNA (gen pro HotStarTaq DNA Polymerase
albumin)

Protokol zavedeny v Laboratori
molekularni genetiky, Praha, CR

Rotavirus A
Kmeny G1-4 a P1A[8]

Kvantifikace byla provedena na Oddéleni virologie FN Motol,

Praha, CR.

MeV

Influenza A virus, H3N2

RSV B

V Laboratofi molekularni genetiky nejsou zavedené protokoly, proto
byly pouzity hodnoty naméfené na Statnim zdravotnickém ustavu

v Praze, CR.

Tabulka 4: Chemie a protokol pouzity pfi kvantifikaci virovych a kontaminujicich nukleovych kyselin
Izolované virové, bakterialni a kvasinkové nukleové kyseliny byly natedény v
ptislusném negativnim vzorku stolice/ moci/ aspiratu nebo vody tak, abychom ziskali vysledné

kvantity viru, jaké se pfi infekcich bézn€ vyskytuji. Vysledné vzorky jsme podrobili

kvantifikaci pomoci PCR a kvantity jsou uvedeny v tabulce 2.
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4.2.3 Reverzni transkripce, syntéza druhého retézce DNA, amplifikace/fragmentace,
precisténi

Na obrazku 14 jsou shrnuty vSechny kroky ptipravy vzorkd. Jednotlivé kroky ptipravy

vzorku, jak jsou popsany na obrazku 14, jsou dale rozepsany.

RMA frakce
1) OZetfeni s DNazou

Simulace vzorku s neznamym plvodcem

DMA frakce
1) Ofetfeni s RNazou

Priprava pro kit

Priprava pro kit

Priprava pro kit

RAPID

2) Reverzni
transkripce s
pouiitim
nahadmych
aktameri s tagem

3) Syntéza 2.
fetézee DNA
pomoci Klenowova
fragmentu

4} EXO |+FastAP

5) Amplifikace 30

PCR

2) Reverzni
transkripce s
pouditim
nahadmych
hexamerd (bez
tagu)

3) Syntéza 2.
retézce DINA
pomoci Klenowowva
fragmentu

&) Fragmentace
pomoci COVARIS

WGS

2) Reverzni
transkripce s
pouditim
nahodnych
hexameri (bez
tagu)

3) Syntéza 2.
retézce DNA
pomoci Klenowova
fragmentu

Piiprava pro kit

Priprava pro kit

Priprava pro kit

RAPID

2) Syntéza 1.
fetézce DMNA
pomaoci Klenowova
fragmentu s
pouitim
nahodnych
oktamerd s tagem

3) Syntéza 2.
fetézce DMNA
pomaoci Klenowova
fragmentu

4) EXO I+FastapP

PCR

2) Syntéza 1.
fetézce DNA
pomaoci Klenowova
fragmentu s
poukitim
nahodnych
hexamerd (bez
tagu)

3) Syntéza 2.
fetézce DNA
pomoci Klenowova
fragmentu

WG5S

2) Syntéza 1.
fetézce DNA
pomoci Klenowova
fragmentu s
pouitim
nahodmych
hexameri (bez
tagu)

3) Syntéza 2.
fetéace DNA
pomoci Klenowova
fragmentu

cykly PCR 6) Fragmentace
5) Amplifikace 30 pomoci COVARIS
cykly PCR
7) Predidténi 7) Piedisténi 7) Preisténi 7) Piedisténi 7) Precisténi 7) Preéiiténi
pomoci Ampure XP pomoci Ampure XP pomoci Ampure XP pomaoc] Ampure XP pomeci Ampure XP pomoci Ampure XP
[pomér 0,6) [pomér 0,7) [pomér 1,8) (pomér 0,6) (pomér 0,7) (pomér 1,8)

B) Kontrola kvamtit vird ve vzorcich pomoci real-

) Smichéni RNA a DNA frakee pro piisluinou
dalgi pfipravu vzork(i v pomérul : 1

Obrazek 14: Schéma jednotlivych krokt pii ptipravé vzorkl pred sekvenovanim

Adl) Nejprve byla smés simulujici infekéni vzorek rozdélena na dvé poloviny, ¢imz tak

vznikla RNA a DNA frakce. Tento krok byl zatazen proto, ze virus v klinickém vzorku, 1 ptes

to Ze muZe mit vysokou kvantitu, je sekvenacnich datech zastoupen vétSinou malo. Diivodem

je to, ze kontaminujici DNA/RNA pochazejici naptiklad z bakteridlnich ¢i lidskych bunék je

mnohem delsi, coz Casto uplné piehlusi virovy signal. Tim, ze jsme vzorky rozdélili do dvou

frakci lze ¢astecné odstranit tyto kontaminujici sekvence pomoci enzymi RNazy a DNazy.
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Osetreni DNazou (RNA frakce)

Reakéni smés pro jeden vzorek:

e 1 ul RQ1 RNase-Free DNase
e 1 ul RQ1 RNase-Free DNase 10x reaction buffer
e 8 ulizolované RNA/ DNA

Reakéni smes poté byla inkubovana 30 minut v termocykleru na 37°C. Po inkubaci byla DNaza
inaktivovana inkubaci s 1 pl RQ1 DNase Stop solution v termocykleru 10 minut na 65°C. Po

tomto kroku mohly byt vzorky zamrazeny a uchovavany pii -25°C.

Osetfeni RNazou (DNA frakce)

Reakéni smés pro jeden vzorek:

e 1,3 ul RNase Coctail Enzym Mix
e 25 ulizolované RNA/DNA

Ke kazdé smési byl ptidan koktejl RNaz a spolu se pak inkubovali v termocykleru 1 hodinu pfi

37 °C a pak hned nasledovala inaktivace RN4z inkubaci v 65 °C po dobu 15 minut.

Dale byly obé¢ frakce rozdéleny na tfi ¢asti, u nichZ probihala pfiprava vzorki rizné podle toho,

jaky kit pro ptipravu k sekvenaci na Oxford Nanopore jsme chtéli pouZit.
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Zakladni rozdil mezi kity byly poZzadavky na vstupni kvantitu, sloZitost a ¢asova

narocnost v pripravé vzorki a vysledné deklarované délky ¢teni:

Rapid Barcoding Sequencing kit (dale jen

»Rapid kit®)

vstupni koncentrace DNA: 54 ng/ul
doba ptipravy: 10 min

sekvenované baze

vysledna  deklarovana délka  cCteni:

0

25 50 75 100

délka Eteni (kb)

obrazek 15A (v naSem pfipadé je ale
zavislda na délce fragmentl, které

pfipravime pifed postupem pomoci kitu

B
a
»~Rapid kit*, coz je vétSinou 200-1000 o
)
nukleotidi) §
e amplifikaci vzorku je tfeba provést pred E
=
£ Ll I
pouzItm ,Bapie |I||| ||||||||..|
PCR Barcoding kit (dale jen ,,PCR kit*) 0 2 ) ¥ 8 W
délka Eteni (kb)
e vstupni koncentrace DNA: 2 ng/ul c
e doba pfipravy: 60 min + PCR E
e vyslednd deklarovana délka  Cteni: E
obrazek 15B E
=
e amplifikace vzorku je soudasti postupu @ ||m N“ “”"‘""“""I
| i M.
béhem pftipravy knihovny pomoci ,,PCR 0 25 50 75 100

Kitu délka éteni (kb)

Premium whole genome amplification kit (ddle =~ Obrazek 15: Grafy vyslednych délek

osekvenovanych ¢teni po piipravé knihovny

jen ,,WGS kit*) kity: Rapid Barcoding Sequencing kit (A),

PCR Barcoding kit (B), Premium whole
vstupni koncentrace DNA: 2 pg/ul genome amplification kit (C) (upraveno
. . podle www.nanoporetech.com)
doba ptipravy: 215 min + 16 hod
celogenomova izotermalni amplifikace
vysledna deklarovana délka Cteni: obrazek 15C
amplifikace vzorku je soucasti postupu béhem pftipravy knihovny pomoci ,,WGS

kitu*
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Ad 2) Reverzni transkripce

Kazdy vzorek v desticce byl piepsan pomoci reverzni transkripce (RT) do komplementarni

DNA (cDNA). K tomu byla pouzita chemie ImProm-II Reverse Transcriptase a dva rizné typy

primert:

- nédhodné oktamery s ,,tagem" (20 nukleotidova sekvence) pro vzorky dale ptipravované

»Rapid kitem®, aby mohly byt amplifikovany s pouzitim primertt komplementarnich

k sekvenaci ,,tagu‘

- nahodné hexamery pro vzorky dale pfipravované ,,PCR kitem* a ,,WGS kitem®, kdy

neni nutné vzorky amplifikovat.

Nejprve byl ke kazdému vzorku ptidan 1 pl primeru (20uM). Spolu pak byly denaturovany

v termocykleru programem:

70°C ... 5 min
4°C ... 2 min

Na ledu pak ke vzorkiim bylo ptidano 14,5 ul reakéni smési pro RT.

Reakéni smés pro jeden vzorek:

Poté byly vzorky inkubovany v termocykleru nasledujicim programem:

4,3 ul vody

4 pul 5x reakéniho pufru
3,2 ul MgCl (25 mM)
2 ul ANTP (5mM)

1 pl reverzni transkriptazy

25°C ... 20 minut

42°C ...1 hod
95°C ... 5 min
4°C ... 5 min
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Ad 2) Syntéza prvniho fetézce DNA. kdy je jako templat pouzita DNA

Pro syntézu prvniho fetézce byl pouzit Klenowiiv fragment (velky fragment DNA polymerazy
I, ktery mé polymerazovou a 3'— 5" exonukledzovou aktivitu (Klenow a Henningsen 1970)).
Tento krok se zd4 byt nadbytecny vzhledem k tomu, Ze pracujeme jiz s DNA. Nicmén¢ vzorky
pro pfipravu ,,Rapid kitem* je nutné amplifikovat pomoci PCR, abychom doséhli (alespon
¢astecn¢) pozadované vstupni kvantity. Proto je potieba ptipravit fragmenty, které budou po
obou stranach opatieny sekvencemi ,tagi“. Pokud se pfi pfipravé pouzivaji bez ,tagi“

postupuje se stejnym zptisobem, aby byly postupy srovnatelné.
Reakéni smés pro denaturaci jednoho vzorku:

e 2 ul 10x Klenowtv purf
e 1 uldNTP, 10mM
e 1 ul primert

e 10,5 pl vody

Reakéni smés byla pridana ke vzorkim a spolu byly denaturovéany pti 95 °C 5 minut. Poté byly

vzorky pfeneseny na led, kde k nim byl pfidan fedény Klenowiv fragment.
Redény Klenowilv fragment pro jeden vzorek:

e 0,15 ul 10x Klenowtv pufr
e 0,25 pl Klenowtv fragment (10U/ml)
e 1,10 pl vody

Reakce poté probihala v termocykleru nasledujicim programem:

37°C ... 1 hod
75°C ... 10 min
4°C ...

Ad 3) Syntéza druhého fet€zce DNA (cDNA)

Pred syntézou bylo ke vSem vzorkim piidano 0,25 pl 20 uM primer (ndhodné oktamery
s tagem nebo ndhodné hexamery podle ptedchoziho kroku). Poté byly vzorky pfipraveny
stejnym zpusobem jako pii syntéze prvniho fetézce DNA pomoci Klenowova fragmentu (viz.

ptedchozi krok).
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Ad 4) Exonukleaza I a alkalicka fosfataza

Po reverzni transkripci a syntéze komplementarnich fetézcii mohou ve vzorcich piebyvat
nevyuzité primery a deoxynukleosidtrifosfaty (ANTP), které¢ inhibuji naslednou PCR, takze je
nutné je pred dalsi reakci odstranit. Exonukledza I odstraniuje jednovldknovou DNA (single
stranded DNA, ssDNA) tak, ze napadne 3"-hydroxolovou skupinu ssDNA a odstépuje z ni 5°-
mononukleotidy (Lehman a Nussbaum 1964). Piebytecné¢ dNTP jsou poté degradovany

defosforylaci alkalickou fosfatazou.
Reakéni smés pro jeden vzorek:

e 1 ul Exonukleazy I
e 2 ul FastAP
e 10 pl produktu z ptedchozi reakce.

Reakéni smés byla pripravena na ledu a poté byla inkubovana v termocykleru nasledujicim

programem:
37°C ... 30 min
85°C ... 15 min
4°C ... 5 min
4°C ...

Ad 5) Amplifikace pomoci PCR (pouze pro vzorky dale pfipravované ..Rapid kitem*)

V této fazi byly jiz ptipraveny fragmenty dsDNA (z angl. double stranded DNA) opattenych
po obou stranach sekvencemi ,tagi““. Tyto fragmenty mély rtizné délky. K amplifikaci byla

pouzita Taq polymeraza a primery komplementarni k sekvencim ,,tagli“.
Reakéni smés pro jednu reakci:

e 25ul10x PCR pufru

e 3 ulMgCl,

e 0,25 ul AmpliTaqGold polymerazy
e 0,75 ul ANTP (10mM)

e 1,5 ul primert (20uM)

o 13,25 ul vody
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K reak¢éni smési pak byly pifidany 4 ul vzorku zptfedchozi reakce a spolu pak byly

v termocykleru inkubovany programem:

inicialni denaturace 95°C ... 5 min

5 cykli 95°C ... 1 min
55°C ... 1 min
72°C ... 1,5 min

25 cykla 95°C ... 30 sec
55°C ... 30 sec

72°C ... 1,5 min (+ 2s/cyklus)

findlni syntéza 72°C ... 10 min.

Ad 6) Fragmentace pomoci Covaris (pouze pro vzorky dale ptfipravované ..PCR kitem*)

Néami vytvofené dvoufetézcové DNA fragmenty byly déale fragmentovdny pomoci
ultrasonikatoru S220 od firmy Covaris na fragmenty o délce 1500 bazi. Je sice deklarovano, Ze
po pripravé vzorkt ,,PCR kitem* jsme schopni dostat sekvence s medidnem délky 4 kb, takze
by se zdal tento krok zbytecny. Nase vzorky (jedna se ted’ jiz o smés fragmentl raznych délek)
a obecné vzorky pro sekvenaci viromu vSak maji mnohem nizsi kvantitu, nez je pozadovana.
Vzorek je pied piipravou samotnym ,,PCR kitem* jesté precistén Ampurem (viz. dalsi krok).
ZkuSenosti Laboratofe molekularni genetiky je, Ze vzorky maji niz8i ztraty, pokud jsou
fragmentovany na pfiblizné stejné¢ dlouhé useky. Vybrana délka 1500 bazi je nejdelsi mozny

fragment pro fragmentaci Covaris.

Nastaveni ultrasonikatoru S220 pro fragmentaci na délku 1500 bazi:

typ zkumavky: microTUBE AFA fiber Snap-cap
e objem vzorku: 60 pl

vykon: 140 W

délka trvani: 15 s

Ad 7) Precisténi pomoci AMPure XP

Pred dalSimi kroky byly vzorky pfecistény pomoci magnetickych kulicek AMPure XP, aby
byly zbaveny prebytecnych dANTP, primeri a dimert primerd. Pomér mezi objemem

ptecistovaného vzorku a objemem Ampure XP se lisil podle toho, zda chceme pouze odmyt
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primery, nebo chceme také odseparovat kratké fragmenty. Bohuzel pii separaci kratkych

fragmentti dochazi také k celkové ztraté DNA vzorku, tento fakt byl také bran na zfetel.

Pro vzorky déle ptfipravované ,Rapid kitem*“ byl pomér mezi mnozstvim vzorku a

kulickami 1:0,6.

U vzorkt po §tépeni na Covarisu pro ,,PCR Kkit“ byl pomér mnozstvi vzorku a kuli¢ek 1:0,7.

Vzorky dale ptipravované ,,WGS kitem* byly ptecistény v poméru vzorku a kulicek 1:1,8.

Postup:

1. temperace kuli¢ek na pokojovou teplotu, pfiblizn€ 30 minut

2. pridani kuli¢ek v piislusném poméru ke vzorku, promichani pipetovanim a inkubace 5
minut pfi pokojové teploté

3. premisténi vzorki na magnetickou desticku a vyckani, dokud neni roztok ¢iry

4. odebrani ¢irého roztoku, DNA je nyni uchycena na magnetickych kulickach, stale na
magnetické desticce

5. pridani 80% ethanolu ke kulickam a inkubace 30 sekund

6. odebrani ethanolu

7. opakovani kroku 5a 6

8. suSeni kuli¢ek pti pokojové teploté 6 minut

9. eluce DNA do vody resuspendovanim kulicek v 40 pul vody mimo magnet a inkubace 2

minuty

10. pfemisténi vzork na magnetickou desticku a vyckani, dokud neni roztok ¢iry

11. odebrani 35 pl eluatu do novych zkumavek

Ad 8) Kontrola kvantit

Kvantifikace virli byla provedena pomoci qPCR, hodnoty Ct jsou zaznamenéany v tabulce 5.

K tomu jesté byla zméfena koncentrace celkové DNA pomoci piistroje Qubit s kitem High

Sensitivity (tabulka 6).
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Vzorek Vysledna kvantita vira v jednotlivych frakcich pro piipravu Kity:
Rapid Sequencing kit PCR Barcoding kit Premium whole
(po amplifikaci) (bude amplifikovano) genome amplification
(bude amplifikovano)
RNA DNA RNA DNA RNA DNA
frakce (Ct) | frakce (Ct) | frakce (Ct) | frakce (Ct) | frakce (Ct) | frakce (Ct)
1 EV 12 36 22 nedetek. 21 nedetek.
(E30)
Infekce viry
Gl traktu HPeV 18 nedetek. 29 nedetek. 28 nedetek.
Smés” 21 neméieno 30 nemeéteno neméfeno neméteno
rotavirti
2 Infekce HSV 1 | nedetek. 17 nedetek. 20 32 20
hornich cest
dychacich
virem z Celedi
Herpesviridae
3 Infekce H3N2" | 12,5 nemefeno 26 nemeéreno nemeéfeno nemeéfeno
ychacich - = v = =
S}é/;n;;? cest RSVB" | 33,5 neméfeno | 33,5 neméfeno | neméfeno | neméfeno
respiracnimi
viry
4 Virus MeV”* 17,7 neméfeno 27,8 neméfeno neméieno neméfeno
spalnicek
v moci
5 BK virus v BKV 25 14 38 25 33 25
moci
6 Smés EV, P. EV 24 nedetk. nedetek. nedetek. 37 nedetek.
aeruginosa a
C. albicans
EV 19 nedetek. 31 nedetek. 31 nedetek.
7 (fedény | Infekce viry HPeV | 26 nedetek. 43 nedetek. 37 nedetek.
vzorek 1) | GI traktu = = ™ ™ = ™ ™
Smés neméfeno | neméfeno | neméfeno | neméfeno | neméfeno | neméfeno
rotaviri
Infekce H3N2" | neméfeno neméfeno | nemeéteno neméfeno | neméfeno | nemeéteno
8 (tfedény dyvc vh a,CIC.h cest RSV B* | neméteno neméieno neméieno neméieno neméieno neméieno
(béznymi
vzorek 3) A
respiracnimi
viry)
9 (fedény | BK virus v BKV nedetek. 17 36 36 36 33
vzorek 5) | moci
10 Smés EV, P. EV nedetek. nedetek. nedetek. nedetek. nedetek. nedetek.
(fedény aeruginosa a
vzorek 6) | C. albicans
11 Negativni voda neméfeno | neméfeno | neméfeno | neméfeno | neméfeno | neméfeno
kontrola

Tabulka 5: Hodnoty Ct virti v jednotlivych smésich pted ptipravou knihovny pomoci kit od ON

* viry nebyly méfeny u vSech ptipravenych vzorki, protoze v nasi laboratofi nedisponujeme ptislusnymi
protokly a chemikéliemi. Viry byly detekovany jen v nékterych vzorcich, a to na Oddéleni virologie, FN Motol.
(nedetek. = nedetekovano)
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Rapid Sequencing kit | PCR Barcoding kit Premium whole
Vzorek (po amplifikaci) (bude amplifikovano) genome amplification
(bude amplifikovano)
RNA DNA RNA DNA RNA DNA
frakce frakce frakce frakce frakce frakce
ng/pl] | [ng/pl] | [ng/ul] [ng/pl] [ng/pl] [ng/pl]
1 0,9 9,1 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
2 2,7 2,3 2,3 0,9 2,7 0,8
3 54 5,2 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
4 4,9 5,2 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
5 0,4 2,2 0,1 <0,0005 0,1
6 <0,0005 0,7 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
7 (fedény vzorek 1) | <0,0005 0,2 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
8 (fedény vzorek 3) | 0,1 1,5 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
9 (fedény vzorek 5) | <0,0005 0,1 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
10(fedény vzorek 6) | 0,03 0,05 <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005
11 (voda) <0,0005 <0,0005 | <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005

Tabulka 6: Koncentrace celkové DNA v jednotlivych smésich pfed ptipravou knihovny pomoci kit od ON

Nameétené celkové kvantity rozhodné nedosahovaly poZzadovanych hodnot. Tyto kity jsou v§ak

prednostné délané pro lidskou DNA, PCR fragmenty, viry mnozené na kultufe a pii studiich

viromu se bézné s nizkymi kvantitami pfipravené DNA setkavame. V této studii jsme testovali

praktické vyuZziti ON pro vzorky s nezndmym obsahem viru, proto jsme pouZili vzorky s takto

nizkymi kvantitami.

Ad 9) Smichiani RNA a DNA frakce

Frakce kazd¢é smési byly smichany dohromady v poméru objemi 1:1. Vzniklo tak 11 smési,

z nichz kazda obsahovala RNA 1 DNA frakci dané smési.
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4.3 Metodika priprava knihovny Oxford Nanopore
V této diplomové praci byly testovany tii rtzné protokoly pro vytvofeni knihoven
k sekvenovani na ptistroji MinION. Jednotlivé protokoly se od sebe 1isi délkou piipravy, délkou

sekvenovanych fragmentl a v pouziti riznych zptisobti amplifikace (viz. strana 35).

4.3.1 Chemikalie a pristroje

Seznam ptisluSenstvi potfebnych navic k ptipravé knihovny ON.

Komerc¢ni kity:

Nazev Vyrobce

LongAmp Hot Start Taq 2x Master Mix NewEngland Biolabs, USA

NEB Blunt/TA Ligase Maseter Mix NewEngland Biolabs, USA
NEBNext FFPE Repair Mix NewEngland Biolabs, USA
NEBNext Quick Ligation Module NewEngland Biolabs, USA
NEBNext Ultra I End repair/dA-tailoing Module NewEngland Biolabs, USA

T7 Endonuclease | NewEngland Biolabs, USA

Flow Cell Priming Kit (EXP-FLP002) Oxford Nanopore, Velka Britanie
Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109) Oxford Nanopore, Velka Britanie
Native Barcoding Expansion 1-12(EXP-NBD104) Oxford Nanopore, Velka Britanie
PCR Barcoding Kit (SQK-PBK004) Oxford Nanopore, Velka Britanie
Rapid Barcoding Sequencing Kit (SQK-RBK004) Oxford Nanopore, Velké Britanie
REPLI-g Midi Kit Qiagen, USA
Pristroje:

Nazev Vyrobce

Flow cell R9.4.1 Oxford Nanopore, Velké Britanie
MinlON Mk1B Oxford Nanopore, Velka Britdnie

4.3.2 Rapid Sequencing kit

Pro pfipravu ,Rapid kitem* mame pfipraveny nahodné fragmenty vSech nukleovych
kyselin nachazejicich se ve vzorku (vzorcich). Tyto fragmenty jsou na koncich opatfeny
sekvencemi ,,tagii, pomoci kterych byly amplifikovany. Po odmyti velmi kratkych fragmentt
pomoci Ampure magnetickych kulicek mame fragmenty dlouhé cca 200-500 bp (obrazek 16),

o kvantité 5-100x niz$i, nez je predepsana (tabulka 6).
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Obrizek 16: Gelova elektroforéza produkti po amplifikaci 30 cykly pred piipravou knihovny ,,Rapid
kitem®, a) RNA frakce, b) DNA frakce, ¢isla na gelu odpovidaji ¢islim vzorkt, jako velikostni marker
bvl pouzit 100bp DNA Zebiik

Obecny princip piipravy knihovny je shrnut na obrazku 17 a protokol vysvétlen:

Komplex PRI .
barcodovaného genomlea DNA (gDNA) Jj€
frSHoiTL gDNA fragmentovdna traspozdzou a pfitom jsou

m T k fragmentiim pfipojeny barcody, které umoziuji

rozliSovat jednotlivé vzorky v poolu

“ - vzorky byly smichany do jednoho poolu
Bl peni mpiidni ve stejném objemovém pomeru
barcodovanych adaptért l

- nakonec jsou pfipojeny sekvenacni

Poolovani barcodovanych adaptéry, pies které je DNA napojena
knihoven a pfipojeni l’ ., ’

\iekvenaEnich adaptérd

— | — . s

- S - .
l »~flowcelle®, ktery pii sekvenovani umoZiluje

k motorovému proteinu na povrchu péru ve

Sekvenovani prichod vldkna nanoporem

Obrazek 17: Schéma piipravy knihovny ,,Rapid kitem*

Fragmentace a pfipojeni barcodt

K 7 ul amplifikované a precisténé smési bylo pripipetovano 2,5 pl fragmenta¢niho mixu, ktery
obsahoval i barcody pro oznaceni a ndslednou identifikaci vzorku. Nasledovala inkubace

v termocykleru s programem:
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30°C ... 1 min
80°C ... 1 min

Poolovani vzorku

Po inkubaci byly vzorky zchlazeny na ledu a poolovany — od kazdého vzorku ptislo do poolu 7

ul.

Precdisténi pomoci Ampure XP

Nasledné byl ,,pool* vzorki precistén kulickami AMPure XP v poméru 1:1 shodné s postupem
na stran¢ 40. Peleta byla resuspendovéna v 14 ul vody mimo magnet a inkubovana pti pokojové
teploté 2 minuty. Po inkubaci byl pool vracen na magnet a do nové zkumavky bylo odebrano

12 pl supernatantu pro dalsi kroky.

Pifipojeni adaptéru

K 10 pl ptipravené knihovny byl nakonec pfidan 1 pl ,,Rapid adapteru a spolu se tak

inkubovali 5 minut v pokojové teploté.

Piiprava ..flowcelly‘:

Flowcella R9.4.1 (obrazek 18) byla vloZena do sekvendtoru Minion Mk 1B. Z ,,priming® portu
bylo odsato 200 pl pufru tak, aby se do ,,flowcelly* nedostala Zaddna bublina. Poté bylo do néj
napipetovano 800 ul ,,priming* mixu, ktery byl pfipraven z 30 ul ,,Flush tetheru* a jedné
alikvéty ,,flush® pufru. Po 5 minutach bylo jesté do ,,priming* portu napipetovano jesté 200 pl

,»priming® mixu.
V nové zkumavce byla pfipravena knihovna, kterd obsahovala:

e 34 ul sekvenaéniho pufru
e 25,5 ul nanasecich kulicek
e 45 ulvody

e 11 pl DNA knihovny

75 ul knihovny pak mohlo byt po kapkach naneseno na ,,flowcellu v otevieném ,,SpotOn‘
misté. Poté mohl byt ,,.SpotOn* a ,,priming* port uzavien a nakonec 1 viko sekvenatoru

(obrazek 18).
Po pfipojeni sekvenatoru k pocitaci byla spusténa sekvenace a probihala 48 hodin.
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Kryt "priming" portu
|

Kryt "SpotOn" mista
pro nanaseni vzorku

Obrazek 18: Flowcella do sekvenatoru MinlON s vyznacenymi misty pro kryt, pod kterym se nachazi ,,priming*
port a kryt, ktery chrani ,,SpotON‘ misto pro nanaSeni vzorku (upraveno podle ,,Oxford Nanopore Technologies"

b.r.)

4.3.3 PCR Barcoding kit

Vétsina vzorkd, které byly pfipraveny pro testovani ptipravy knihovny pomoci ,,PCR kitu*

m¢éla koncentraci nemétitelnou pomoci kitu High Sensitivity na pfistroji Biolanalyzer (tabulka

6). Toto je u smési virovych nukleovych kyselin ve vzorku bézné. Namnozeni (amplifikace)

nukleovych kyselin je teprve soucasti ptipravy knihovny. Vzorky byly fragmentovany na

fragmenty dlouhé ptiblizné 1500 bazi a precistény pomoci Ampure XP. Nasledny princip

ptipravy knihovny je shrnut na obrazku 19 a popsan vedle v textu.

Vysokomolarni gDNA

Volitelna J'
fragmentace

Uprava konci i

@

4
.
Ligace PCR lf —

adaptéri
PCR s barcodovanymi f- -g
primery

Pripojeni sekvenacni ' )
adapterd
. . .

Sekvenovani

Obrazek 19: Schéma ptipravy knihovny ,,PCR

kitem*

-  fragmentace pomoci Covarisu na
fragmenty o délce 1500 bazi (popsano jiz
v kapitole 4.1.2, strana 29)

- uprava konct po fragmentaci — pfipojeni
dAMP (z angl. deoxyadenosine
monophosphate) na 3" konec vldkna DNA a
fosfatu na 5° konec vldkna, aby mohly byt
piipojeny adaptéry

- ligace adaptéri obsahujicich misto pro
vazbu primert

- amplifikace vzorku a pfecisténi (pro
amplifikaci jsou pouzity primery, které

obsahuji sekvenci barcodu k rozliSeni vzorku)
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Uprava koncti DNA a piipojeni dAMP a preisténi

50 ul fragmentované DNA kazdé smeési bylo smichano se 7 ul Ultra I End-prep reakénim

pufrem a 3 pl Ultra I End-prep Enzym mixem a spole¢né byly inkubovany v termocykleru

programem:
20°C ... 5min
65°C ... 5min

Nasledné byly vzorky piecistény kulickami AMPure XP v poméru 1:1 a eluovany ve 20ul vody.
Odebrano bylo 16 pul vzorku.

Ligace adaptéra a precisténi

K 15 pl DNA s upravenymi konci bylo pfidano 25 pl Blunt/TA Ligase Master mixu a 10 pl

»Barcode adapter®, spole¢n¢ inkubovano 10 minut pii pokojové teploté.

Vzorky byly déle ptecistény pomoci Ampure XP v poméru vzorek : Ampure 1:0,7 k odmyti
fragmentl kratSich nez 200 bp.

Pied dal$im krokem byla u vzorkli zmétena koncentrace DNA ds DNA High Sensitivity kitem
na Qubitu. U vSech vzorkd kromé vzorku 2, u kterého byla nameétend koncentrace 0,792 ng/pl,

byla koncentrace neméftitelna.

Amplifikace a pfipojeni barcodu

Pro amplifikaci byla pouZita chemie LongAmp Hot Start Taq 2x Master Mix a primery
oznacené barcody. Koncentrace pozadovana pro tuto reakci byla 0,2 ng/ul, proto musel byt
vzorek 2 nafedén (k 12,6 pul vzorku bylo ptidano 11,4 ul vody). Ostatni vzorky nebyly fedény.

Reakéni smés pro jeden vzorek obsahovala:

e 25 ul LongAmp Hot Start Taq 2x Master Mixu
e | pl primerd

e 24 ulDNA
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Reakéni smés byla vlozena do termocykleru s nasledujicim programem:

95°C ... 3 min

95°C ... 15sec

56 °C ... 15 sec 30 cykla
65 °C ... 50 sec

65 °C ... 6 min

4°C ... ©

Po amplifikaci byla zkontrolovana délka a koncentrace fragment na pfistroji Agilent 2100

Bioanalyzer Systém s ¢ipem a chemii High Sensitivity DNA (obrazek 20a).
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Obrazek 20: a) Elektroforeogramy z pfistroje Bioanalyzer po amplifikaci vzorkd 30 cykly, b) Elektroforeogramy
z piistroje Bioanalyzer po amplifikaci vzorkl 30 cykly a pfecisténi, c) koncentrace DNA amplifikovanych vzorki
na pfistroji Qubit, pomoci kitu dsDNA High Sensitivity, po piec¢isténi

Sipkami jsou vyznageny primery z reakce a nase produkty, SM = spodni marker (souéasti kitu), HM = horni marker
(soucasti kitu)
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Vzorky byly nésledné piecistény pomérem vzorek : Ampure 1:0,6. DNA byla eluovana ve 13
ul vody 2 minuty pii pokojové teploté a poté bylo odebrano 10 ul eludtu do novych zkumavek.
Vzorky byly nasledné kontrolovany na pfistroji Bioanalyzér pomoci High sensitivity kitu
(obrazek 20b). Na obrazku Ize pozorovat uspésné odmyti primeri s barcody. Nasledné byla

méiena koncentrace pomoci piistroje Qubit a vysledné koncentrace jsou vyneseny na obrazku

20c.

Ackoli jsme ocekavali fragmenty delsi nez 1500 bazi (pozadované délka fragmentace Covaris),
produkty jsou krat§i. Toto se tykd vSech vzorkd, kromé vzorku 2 s vysokou kvantitou.
Vysvétlenim muize byt prave tato kvantita, kterd pravdépodobné hraje roli také pii vysledku

fragmentace.

Poolovani vzorku

Ptedtim, nez byly vzorky poolovandny, musel byt nafedén vzorek 2, kvili jeho vysoké

koncentraci 1417 fmol/ul. PoZadovana koncentrace poolu byla 5-10 fmol/pl.

Do poolu pak byly ptidany 2 pl od kazdého vzorku. Nakonec byla jesté pfemétena koncentrace
celého poolu pomoci ptistroje Qubit a dsDNA High Sensitivity kitu. Vysledna koncentrace byla
0,374 ng/ul.

Nasledovalo ptipojeni adaptért, ptiprava ,,flowcelly a samotné sekvenovani, které probihalo

stejnym zptisobem jako u ,,Rapid kitu (strana 45).
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4.3.4 Premium whole genome amplification

Vzorky pro pfipravu pornoci »WGS kitu* byly pﬁpraveny pomoci ndhodnych primerﬁ a
vybran proto, ze umi pfipravit k sekvenaci nukleové kyseliny velmi dlouhé (az 100 kb).
Amplifikace vzorku je souc¢asti postupu. Doporucena vstupni koncentrace DNA ve vzorku pred
izotermalni amplifikaci byla 2 pg/pl. Proto musel byt vzorek 2 o koncentraci 1,84 ng/ul a vzorek

5 o koncentraci 620 pg/ul nafedén.

- celogenomova izotermalni amplifikace

Celogenomova
amplifikace s
nahodnymi primery

— metodou ,multiple displacement

. Kontrols na gelové amplification (MDA) s nahodnymi primery
«—— elektroforéze a kvantifikace
T7 endo | na pristroji Qubit
Stépeni l

- kontrola koncentrace a délek DNA
- fragmentace T7 endonukledzou I

- uprava koncl po fragmentaci — pfipojent

Kombinovana Gprava l
k , , ,
. oned X dAMP na 3’ konec vldkna DNA a fosfatu na
@
Ligace lz T 5" konec vlakna
barcodi
- pfipojeni barcodi a néasledn¢ ligace
Ligace sekvenaénich L, L
adaptérd i’ sekvenacnich adaptéra

l

Sekvenovani

Obrazek 21: Schéma ptipravy knihovny ,,WGS kitem*

Celogenomova izoterméalni amplifikace

Pro celogenomovou izotermalni amplifikaci byla pouZzita chemie REPLI-g Midi kit (Qiagen,
USA). Pfedtim, nez byla DNA amplifikovana, tak byla inkubovéna s nafedénym DLB pufrem
(,,denturing lysis buffer*) — 9 ul DLB pufru bylo fedéno ve 32 ul vody. V nové zkumavce pak
bylo smichano 5 ul DNA a 5 ul fedéného DLB pufru a spolu se inkubovaly 3 minuty v pokojové
teploté. Po inkubaci byla reakce zastavena 10 pl fedénym ,,Stop pufrem®, ktery vznikl

smichanim 12 ul ,,Stop solution* a 68 ul vody.

Poté byl ptfipraven polymerazovy mastermix smichanim 29 ul REPLI-g Midi reak¢éniho pufru
a 1 ul REPLI-g Midi DNA polymerazy. Mastermix o objemu 30 pl byl pfidan k DNA reakci a

promichén pipetovanim. Amplifikace probihala v termocykleru s programem:
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30°C ... 16 hod
65°C ... 3 min

Pro zjisténi, zda jsme pfipravili dostatecné mnozstvi DNA (a také pro zjisténi délky), byla
pouzita gelova elektroforéza (Obrazek 22a). Na 1% agarézovy gel byla nanesena

amplifikovand DNA a elektroforéza probihala s napétim 70 V/cm po dobu 95 minut.

Febiik — Koncentrace
[ng/ul]
1 360
2 333
3 161
4 146
5 181
6 185
7 195
8 156
9 171
10 189
11 155

Obrazek 22: a) Gelova elektroforéza po izotermalni amplifikaci, jako velikostni marker byl pouzit 1kb DNA
zebtik, ¢isla na gelu odpovidaji ¢islim vzorkl, b) Koncentrace DNA méfend po izotermalni amplifikaci a
precisténi

Precdisténi pomoci Ampure XP

Nasledné byly vzorky precistény kulickami AMPure XP v poméru 1:1,8. Postup probihal
shodné s postupem na stran€ 40. Vzorek byl eluovan do 100 pl vody a odebrano bylo 95 pul.

Do dalsi reakce bylo zapottebi celkem 1,5 ug DNA ve 25,5 ul vody (0,06 pg/ul), proto byla u
vzorkli pfeméfena koncentrace DNA na Qubitu s pomoci dsDNA Broad Range kitu a poté

nafedéna vodou na pozadovanou koncentraci.

Fragmentace T7 endonukleazou 1

Ke 25,5 ul DNA ve vodé byl napipetovan mix, ktery obasahoval reagencie:

e 3 ul NEBuffer 2
e | pl T7 Endonuclease I

a poté nasledovala inkubace v termocykleru pifi 37 °C 15 minut. Po inkubaci byla reakce

inhibovéna ptidanim 1,5 pl 0,25M EDTA piimo do zkumavek s DNA.
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Piecisténi pomoci Ampure XP

Pted precisténim bylo ke vzorkl pfidano 20,5 ul vody, aby byl objem vzorkl 50 ul. Precisténi
probihalo stejnym postupem jako je uvedeno na stran€ 40, s pomérem vzorek : Ampure 1:0,7 a

konec¢na eluce kulicek byla do 55 pl vody a poté bylo odséato 53 ul eludtu do novych zkumavek.

Poté byla zkontrolovana koncentrace DNA na pfistroji Qubit kitem ds DNA High Sensitivity

(obrazek 23b) a pomoci gelové elektroforézy délka DNA (1% agardzovy gel, napéti 70 V/em,
100 minut, obrazek 23a).

s i Koncentrace
[ng/ ul]
1 17,1
2 134
3 19.9
4 3235
5 21,9
6 23,6
7 238
8 22
9 25,6
10 238
1 249

Obrazek 23: a) Gelova elektroforéza po reakci s T7 endonukleazou I a po piecisténi, jako velikostni marker byl
pouzit 1kb DNA zebiik, ¢isla na gelu odpovidaji ¢islim vzorki, b) Koncentrace DNA méfena po reakci s T7
endonukleazou I a po precisténi

Uprava konecti DNA a piipojeni dAMP

Pozadované mnozstvi DNA v dalsim kroku bylo 1 pg v 48 ul vody (koncentrace 0,02 pg/ul).
Vzorky byly natfedény vodou.

K nafedénym vzorki pak mohla byt pfidana reak¢éni smées obsahujici reagencie NEBNext FFPE

DNA Reepair Mix a NEBNext End repair / dA-tailing Module, mix pro jeden vzorek:

e 3.5 ul NEBNext FFPE DNA Repair Buffer
e 2 ul NEBNext FFPE DNA Repair Mix

e 3,5 ul Ultra II End-prep reaction buffer

e 3 pl Ultra II End-prep enzyme mix.

Vse bylo promichéno pipetovanim a poté probihala inkubace v termocykleru s programem:

20°C ... 5 min
65°C ... 5min
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Preci$téni pomoci Ampure XP

Nasledovalo piecisténi vzorkit Ampurem XP, pomér mezi vzorkem a Ampure byl 1:1. Konecna

eluce byla do 30 ul vody a po inkubaci bylo odebrano 28 pl do novych zkumavek.

Po precisténi bylo zapotiebi zkontrolovat koncentraci DNA, protoze pro ligaci barcodl bylo
pozadované mnozstvi DNA 500 ng v 22,5 ul vody (22,2 ng/ul). Koncentrace DNA byla méfena
na Qubitu pomoci kitu dSDNA High Sensitivity a poté byly vzorky nafedény.

Ligace barcodu

Natedénd DNA mohla byt poté smichana s 25 ul Blunt/TA Ligase Master Mixem a 2,5 ul
Native Barcodu. Pro kazdy vzorek byl pouzit unikatni barcode. Po smichani byly vzorky

spole¢né inkubovany 10 minut pii pokojové teplot€.

Po ligaci byly vzorky opét preciStény (pomér vzorku a Ampure 1:1, eluce do 30 pl vody a poté
odebrano 28 pl do novych zkumavek) a byla zmétena koncentrace DNA na pfistroji Qubit,

kitem dsDNA High Sensitivity.

Poolovani vzorku

V poolu bylo smichano ekvimolarni mnozstvi kazdého vzorku s vlastnim barcodem. Celkem

bylo v poolu 700 ng DNA a objem byl doplnén vodou do 65 pl.

Pfipojeni adaptéra

Adaptéry byly pfipojeny reagenciemi NEBNext Quick Ligation Module v reakéni smési:

e 5 ul Adapter Mix II

e 20 pl NEBNext Quick Ligation Reaction Buffer (5x)
e 10 pl Quick T4 DNA Ligase

e 65 ul poolu

Reakéni smés byla 10 minut inkubovéna v pokojové teploté.

Precisténi pomoci Ampure XP

Nakonec byl pool piecistén kulickami AMPure XP v poméru 1:0,5 (pool : Ampure). Pool
s kulickami byl inkubovan 5 minut pii pokojové teploté, poté byly dany na magnet a po

vycetfeni byl odpipetovan supernatant. Na magnetu pak byla peleta dvakrat promyta 250 pl
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Long Fragment pufrem, abychom ziskaly fragmenty o délce 3 kb a vice. Po odstranéni pufru a
vysuseni byla peleta resuspendovéna a inkubovana v termocykleru pii 37 °C 10 minut v 18 ul
elu¢niho pufru mimo magnet. Po inkubaci byl pool vracen na magnet a do nové zkumavky bylo

odebrano 15 pl supernatantu.

Pted sekvenovanim byla jesté pfeméiena koncentrace poolu na Qubitu pomoci dsDNA High

Sensitivity kitu. Vysledna koncentrace poolu byla 11,7 ng/ul

Piiprava ..flowcelly‘:

Ptiprava ,,flowcelly* probihala stejnym zptisobem jako u ,,Rapid kitu* (strana 45).
V nové zkumavce byla ptipravena knihovna, ktera obsahovala:

e 37,5 ul sekvenac¢niho pufru
e 25,5 ul nanésecich kulicek

e 12 pl DNA knihovny

75 ul knihovny pak mohlo byt po kapkéach naneseno na flowcellu v otevieném ,,SpotOn‘ mistg.

Poté mohl byt ,,SpotOn* a ,,priming* port uzavien a nakonec i viko sekvenatoru.

Po pfipojeni sekvenatoru k pocita¢i mohla byt sekvenace spusténa a probihala 48 hodin.

55



4.4 Bioinformaticka analyza

4.4.1 ,Basecalling® a , barcoding*

,Basecalling* je proces, pfi kterém dochazi k prevedeni elektrického signalu vytvarenému
pii prochazeni vlakna DNA/RNA nanoporem na sekvenci bazi daného vlakna. ,,Bascalling*
muze byt provadén riznymi softwary. V této praci byl vyuzit nastroj ,,Guppy®, ktery je
integrovan piimo v softwaru ,,MinKNOW*, ur¢en¢ho také k ovladani sekvenatoru a spousténi
sekvenace. Po pfevedeni zapisu na sekvence nasleduje tzv. ,,barcoding®, ktery také umoznuje

rozdéleni sekvenci podle vzorkti pomoci barcodd.

4.4.2 Identifikace sekvenci

Nejprve jsme chtéli zjistit, jaky je obsah vyslednych sekvenci: kolik sekvenci viru najdeme?
Jaky bude obsah kontaminujicich sekvenci? Vytvaii se pii sekvenovani artefakty a co je jejich
obsahem a co je jejich? Co je obsahem dlouhych ¢etni u ,,WGS kitu®“, ktera nemohou byt

virova? K tomu byly pouzity tfi rizné postupy:
VIPIE (z anglického ,,Virome Pipeline Extraction®):

nastroj sestaveny v Laboratofi molekularni genetiky k identifikaci sekvenci u studii
viromu. Tento nastroj umi také identifikovat jiné, kontaminujici sekvence. VIPIE vyuziva
k identifikaci celé virové sekvence, ziskané z databdze NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Vyhodou je, Ze pokud je to mozné, umi identifikovat sekvenci az do nejnizsi taxonomické

urovné, az k nalezeni ,,accession number* jeho nejblizsi referencni sekvence (Lin et al. 2017).

Byl primarné vyvinut k analyze sekvenci z ptistroje MiSeq (Illumina), které se velmi lisi
od nami vyprodukovanych sekvenci: sekvence z MiSequ jsou kratsi (2x250 bp) a maji mnohem
lepsi kvalitu. Proto byl tento néstroj pouzit u nasi studie jen pro nastin vysledkt a k identifikaci
alespon trochu blizkych referen¢nich sekvenci vird. Kvili horsi kvalité sekvenci z ON jsme

oc¢ekavali, ze VIPIE identifikuje jen malo virovych ¢i jinych cteni.
MG-RAST (z anglického ,,Metagenomics Rapid Annotation using Subsystem Technology*):

je vetejné pristupny software umoziujici analyzovat metagenomické data po sekvenovani
(Meyer et al. 2008). Identifikaci sekvenci provadi pomoci né€kolika databazi coz ptedstavuje

nespornou vyhodu oproti jinym nastrojtim:

- proteinové: The SEED (Overbeek et al. 2005), GenBank (Benson et al. 2013), RefSeq
(Pruitt, Tatusova, a Maglott 2007), IMG/M (Markowitz et al. 2008), UniProt (Magrane
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a Consortium 2011), eggNOGG (Jensen et al. 2008), KEGG (Kanehisa 2002), PATRIC
(Snyder et al. 2007)

- ribosomalni RNA: greengenes (DeSantis et al. 2006) , SILVA (Pruesse et al. 2007),
RDP (Cole et al. 2003)

Nevyhodou tohoto nastroje je, ze je schopen uréit organismus, ze kterého sekvence pochazi

pouze do urovné rodu.
Software Geneious:

Pro praci s timto softwarem jsme vyuzili toho, Ze vime, které viry byly ve vzorku smichany
a sekvenovany. Také zhruba vime, jaké nejCastcjs$i kontaminujici sekvence lze ocekavat. Proto
jsme si nejprve sestavili set referencnich sekvenci, na které jsme nechali namapovat vSechna
¢teni ve vzorku. Timto zptisobem jsme tzv. ,,vytahli“ jen ta ¢teni, kterd pochazela z daného viru.
Vyhodou tohoto postupu oproti piedchozim dvéma nastrojiim je to, Ze si Ize prohlédnout, jak
vypadaji namapovana ¢teni. Zejména, pokud se jednd jen o nepravidelné pokryty genom, nebo

0 mapovani artefakti.
Pti praci se softwarem Geneious jsme postupovali takto:

1) Nejprve jsme se chtéli podivat na obsah virovych ¢teni v sekvencich. Diky znalosti, které
viry se nachéazi ve vzorku, jsme sestavili set referen¢nich sekvenci. Byly to ndhodné vybrané
referencni sekvence viri se shodnou taxonomii jako sekvenované viry, které pochézely
z databaze GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Zatazeny byly také nejbliZsi
referencni sekvence identifikované nastrojem VIPIE. Pro kazdy virus jsme méli k dispozici

cca 10 referenci.

a) Kazda smés virti a kontaminujicich sekvenci byla pfipravena ttemi riznymi zpiisoby:
»Rapid kitem*, ,PCR kitem* a ,,WGS kitem*. VSechny virova ¢teni ze vSech tii
zpusobt pfipravy byly namapovany na vSechny dostupné referen¢ni sekvence. Poté
jsme vybrali jednu referenci, na kterou se namapoval nejvétsi pocet ¢teni ze vSech
tfi riznych ptiprav vzorku (tabulka 7). Pokud nebyla takovato reference k dispozici
(u n€kterych vzorkl pfipravenych riiznymi kity byly identifikovany rizné nejblizsi
referen¢ni sekvence), byla vybrana reference, na kterou se namapovalo nejvice ¢teni
alespon v jedné z ptiprav vzorku. Nejcastéji se jednalo o vzorek ptipraveny ,,Rapid

kitem*, kde byl identifikovan nejvétsi pocet virovych cteni. Tuto referenci
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povazujeme za nejblizsi a jelikoz se jedna stale o stejny virus pfipraveny rtizn€, méla
by fungovat pro vSechny tfi vzorky. Vybér jen jedné reference pro vSechny tii

ptipravy vzorku byl za tim uc¢elem, abychom mohli vysledky mezi sebou porovnat.

Reference s nejvetsim Pocet namapovanych ¢teni
poctem namapovanych
cteni Rapid kit | PCR kit | WGS kit
EV (E30) MF101537 712 17 2
HPeV-1 GQ183023 10 0 0
Rotavirus A, kmeny G1-4 a
Vzorek 1 | P1A[8] KF729669 1 0 0
Vzorek 2 | HSV-1 GU734771 17 1 1
H3N2 MN493833 236 1 0
Vzorek 3| RSV B KP317952 2 0 0
Vzorek 4 | MeV MN893225 3095 249 0
Vzorek 5 | BKV AB211369 285 8 28
EV(E30) MF101537 0 0 0
C. albicans NC 0320(89.1-96.1) 17 0 2
Vzorek 6 | P. aeruginosa NC 002516 7732 5 77
E30 MF101537 58 0 0
HPeV-1 GQ183023 0 0 0
Rotavirus A, typ G1-4 a
Vzorek 7 | P1A[S] KF729669 0 0 0
H3N2 MN493833 0 0
Vzorek 8 | RSV B KP317952 0 0 0
Vzorek 9 | BKV AB211369 14 0 0
E30 MF101537 0 0 0
Vzorek |C.albicans NC 0320(89.1-96.1) 61 0 1
10 P. aeruginosa NC 002516 1193 0 0
Tabulka 7: Porovnani poCtu nalezenych ¢teni mezi jednotlivymi vzorky a jejich zpusobem pfipravy pied

sekvenovanim

b)

Po prohlidce vysledkii mapovani v softwaru Geneious bylo zjisténo, ze u ,,PCR kitu*
a,,WGS kitu* existuji mezi namapovanymi sekvencemi také bloky velmi kratkych
fragmentii do cca 50 nukleotidi (obrazek 24). Tyto sekvence se neshodovaly se
sekvenci zadného barcodu, ani adaptéru a jejich pivod se nam nepodafilo dohledat.
Nicméng, ac se jednalo o cca stejnou sekvenci, mapovala se na vice mist a viibec se
neshodovala s vybranou referenci. Zjistili jsme, Ze diivodem jejich mapovani je
nastaveni opakovani mapovani 5x (,,Iterate up to 5 times*). Toto se béZné pouziva
k nalezeni co nejvétS§iho poctu sekvenci. Nami vygenerovana sekvence vsak jiz
obsahovala tento fragment a diky opakovanému mapovani jsme z dat ,,vychytali* 1

dalsi tyto fragmenty. Muselo tedy dojit k ipravé mapovani pro vzorky, pfipravené
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obéma zminénymi kity. Artefaktli u jsme se zbavili trimovanim konct sekvenci o 25

: 1o
nukleotidd.
1350 1,400 1,450 1,500 1,550 1,600 1,650 1,700 1,850 1,950 konsensus
Consensus : T R el T i
50,229 pokryti
Cove... I v .
0 referenéni
1350 1.400 1.450 1.457 1.546 1.595 1645 1667 1679 1711 /Sekvenl:e
Do NC_0C1,., 18010 M0 00 0 O 1 R 1 O 0 O 0 1 B 1001+ 10 1
VP2 CDS
WP3 CDS
anotace
7 gene
77 gene
REV bf12825... - f [ A " [—— spravné namapovany
REV 37079cc... B PCR produkt
REY abla29.. LR T
REY 6a3168.. - -
REY da2cfdl... W R
REY dbde58... - -
REY 5fbcf05.. NiEEE -
REV 1279f25... THIT IO
REV 7709dd... O -
REY 10444, W -
REY BB28ba...
REY 234d10...
REY 57f201...
f PP REV d18400... - mEe -
identifikitory REV 27a9c1... o
sekvenci — REY e2bd72.., i - sl
REV fed3 e mm mma mmm [ Kratké artefakty
REV 52ca72.. W —
REV a57fa07... Lo -
REY a605ed... nuEnEs w=-
REV 61a461f... -
FEV flad147... AT e
REY cB51bf2... un .
REY 00O91a9... e —
REY 2118b4... e -
REY 6820099... -
REV 413d16... -
REY b54e0e... nm s -
FEY fhfad3b...
REY 2c0a70...
L | REY dOce28...

Obrazek 24: Ukazka mapovani kratkych ¢teni bez pouziti zkracovani, které se neshoduji s referenci
BKYV u,,PCR kitu®

¢)

d)

Déle jsme chtéli provést kontrolu, zda jsme opravdu ,,vychytali* nejvétsi pocet cteni
daného viru. Proto jsme misto referencni sekvence z databaze NCBI pouzili jako
referenci konsensudlni sekvenci (vyslednou) ze vzorku ptipravenym kitem, kde bylo
identifikovano nejvice ¢teni daného viru. Témér vSude to byly vzorky pfipravené
»Rapid kitem*. Pocet ¢teni namapovanych na referenci a konsensus z ,,Rapid

kitu‘ byl srovnatelny.

Poslednim problémem zjisténym béhem mapovani byly vysledky mapovéani u
vzorkl, pfipravenych ,,WGS kitem®. Vé&tSina Cteni pfipravenych timto kitem byla
delsi nez 10 kb, coz u nékterych vir ptesahuje délku celého genomu. Nejednalo se
vSak jen o sekvence lidské ¢i bakterialni, ale také sekvence virové, které se
nékolikanasobné opakovaly. Tato ¢teni se namapovala jednim z opakovani virové
sekvence na referenci a dal§i opakovani bylo oznafeno jako nekomplementarni

sekvence.
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2) Dale jsme zjist'ovali, jaké je mnozstvi a obsah ostatnich (kontaminujicich) sekvenci. K tomu
byla pouzita Cteni, které se nenamapovaly k virovym referencim. Nejprve probihalo
mapovani k referenci lidského genomu a poté byla dalSi zbyla ¢teni mapovany k
referencim bakteridlnich genomii. Ty byly vybrany na zaklad¢ vysledkli z nastroje MG-
RAST ataké podle typu vzorku (pii sekvenovani vzorku stolice byly vybrany bakterie, které
jsou béznou soucasti stievni flory). Nelze mapovat vsechny sekvence ve vzorku na vsechny
mozné typy bakteridlnich genomt bézné se ve vzoku vyskytujici. Mapovani bylo pouzito
zejména proto, abychom odhalili skryté artefakty aj. Bakteridlni a lidské referen¢ni
sekvence jsou shrnuty v tabulce 8. Reference bakteridlnich genomii byly vybirany podle
vysledkl z analyzy v nastroji MG-RASTu, pro kazdy vzorek byly vybrany 1-3 nejvice

zastoupené bakterie.

a) Také pri hledani lidskych ¢teni jsme museli vyzkouSet vice parametri mapovani.
Co se tyce trimmovani 3" a 5" konct o 25 nukleotiddl, tak bylo ponechano stejné
nastaveni, jako pifi hledani virovych sekvenci (u vzorkd ,Rapid kitu“ bez
zkracovani, vzorky ,,PCR kitu“ a ,,WGS kitu“ se zkracovanim). Dal§imi dtlezitymi
parametry, kde byly provedeny zmény, bylo opakovéni a sensitivita mapovani. Cim
niz8i senzitivita je, tim je mapovani rychlejsi a namapuje se méné Cteni, ale s vétsi
ptesnosti. Nejlepsiho vysledku mapovani bylo dosazeno pfi sttedné nizké senzitivité
a bez opakovani (tabulka 8). Pokud jsme zvysili opakovani mapovani, doSlo opét
k mapovani kratSich, nespravnych sekvenci, které se neshodovali s referenci. tak se

zase mapovaly krats$i nespravné sekvence, které se neshodovali s referenci.

Vysledky byly zpracovany do grafti a tabulek v programu Microsoft Excel.
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Reference Pocet namapovanych Cteni na Bakterie pouZité pii Reference Pocet namapovanych ¢teni na
Vzorek lidského lidsky genom hledani ostatnich bakteridlnich bakterialni genomy
genomu Rapid kit | PCR kit | WGS kit sckvenci genomu Rapid kit | PCR kit | WGS kit
EV (E30) Bacteroides vulgatus NC 009614
HPeV-1
1 ) 24263 4472 4487 411 48 0
Rotavirus, Escherichia coli
kmeny: G1-G4,
PI1A[8] NZ CP028592
2 HSV-1 91616 6904 9101 | Escherichia coli NZ CP028592 0 5 2
H3N2 o
3 68777 7111 | 13516 | Haemophilus influenzae 34 11 19
RSV B NC_000001-9 NZ CP009610
4 |Mev NC_000010-24| 36736 | 33161| 3396 | Escherichia coli NZ_CP028592 0 17 33
Helicobacter cinaedi AP012280
Mycobacterium
5 BKV 1939 1243 6808 uberculosis NC 000962 5 10 14
Escherichia coli NZ CP028592
EV (E30)
6 P. aeruginosa 1939 430 5653 0 0 0
C. albicans

Tabulka 8: Pocet namapovanych ¢teni k referenci lidského genomu a referencim bakteriadlnich genomt
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5. Vysledky

5.1 Celkové hodnoceni sekvenace

5.1.1 Pocty a délky cteni pro tfi riizné pripravy knihovny — analyzovino softwarem
Geneious

Obrazek 25: Graf poctt a délek ¢teni po priprave ,,Rapid kitem* s celkovym poctem 504713 sekvenci
3600

Pocet cteni

0 100 300 500 700
Délka cteni

Obrazek 26: Graf po¢tt a délek ¢teni po pfipraveé ,,PCR kitem* s celkovym poc¢tem 3355064 sekvenci
66000

50000+

34000

Poéet éteni

160004

300 ‘ N ‘ " 700
Délka cteni

o4l
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Obrazek 27: Graf po¢tt a délek ¢teni po ptipravé ,,WGS kitem™ s celkovym poctem 135862 sekvenci

36

284

Pocet ¢teni

17500

35000
Délka cteni

52500

65000

Tabulka 9: Celkovy pocet osekvenovanych bazi ve jednotlivych vzorcich a soucet vSech bazi podle zptisobu

ptipravy
Pocet osekvenovanych bazi v jednotlivych vzorcich
vzorek Rapid kit PCR kit WGS kit
1 13 301 268 94 483 490 76 230 557
2 6562 274 5725 859 79392 154
3 18 908 665 31329313 100 915 524
4 17765 571 65 005 272 71 991 564
5 6562274 37225000 89 716 957
6 3439453 3452 038 76 648 683
7 1 658 398 11114237 71 720 667
8 2915 568 79 174 151 52 775 190
9 430 104 33347 261 52 693 338
10 1448 938 21368 162 54 434 536
11 170 804 10 691 607 29 348 763
Celkem 76 717 809 438 587 205 841 955913
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5.1.2 Celkové hodnoceni identifikace sekvenci nastrojem MG-RAST

Vysledky z hodnoceni identifikace ¢teni u kaZdého zpusobu zpracovani vzorki softwarem MG-RAST
Sekvence byly identifikovany na zakladé prfedpoveézené funkce po prekladu do proteinové sekvence. Na ose x jsou
¢teni ve vzorcich rozdéleny do skupin: ,,identifikace selhala® — z né¢jakého divodu software nebyl schopen
identifikaci dokonc¢it, identifikovano jako ,,neznama funkce* — identifikace prob&hla do konce, ale nebyla nalezena
podobna sekvence v zadné z databazi, identifikovano na zakladé ,,pfedpovézené funkce* — v databazich byla
nalezena podobnost. V grafu pro vzorky pfiparvené ,,Rapid kitem™ je pouze 9 vzorki, protoze ve vzorku 9 a 11
nebylo dostatecné mnozstvi sekvenovanych bp (1000000 bp) pro analyzovani sekvenci v MG-RASTu.
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Obrazek 28: A - Klasifikace sekvenci po pripravé protokolem ,Rapid kit“. Celkovy pocet sekvenci
s predpovézenou funkci je 381462, s neznamou funkci 94376 a u 21708 sekvenci identifikace selhala.

B - Klasifikace sekvenci po ptipravé protokolem ,,PCR kit“. Celkovy pocet sekvenci s pfedpovézenou funkei je
187785 a kromé& vzorku 6 se podafilo identifikovat néjaké éteni v kazdém vzorku (v rozmezi 5-169959 ¢teni ve
vzorku), s neznamou funkei 2233475 a u 831684 sekvenci identifikace selhala.

C — Klasifikace sekvenci po ptipravé protokolem ,,WGS kit“, u v8ech sekvenci byla pfedpoveézena funkce

A Rapid kit
110000 mvzorek 1
100000
90000 B vzorek 2
80000 mvzorek 3
‘= 70000
] mvzorek 4
;G 60000
E 50000 m vzorek 5
o
o 40000 mvzorek 6
30000
20000 mvzorek 7
10000 I II I vzorek 8
0 mEEw - B.. l K
vzorek 10
identifikace selhala neznama funkce predpovézena
funkce
B PCR kit
700000 mvzorek 1
W vzorek 2
600000
W vzorek 3
500000 mvzorek 4
K=
’% 400000 mvzorek 5
o mvzorek 6
»9 300000
2 mvzorek 7
200000 vzorek 8
100000 I I vzorek 9
0 _ll m l.l - vzorek 10
identifikace selhala neznama funkce predpovézena vzorek 11
funkce
C WGS kit
mvzorek 1
25000
Hvzorek 2
20000 mvzorek 3
A_ mvzorek 4
c
;g 15000 mvzorek 5
0] m vzorek 6
’S 10000
Q mvzorek 7
5000 vzorek 8
vzorek 9
0 R L . L vzorek 10
neuspesné neznama funkce predpovézena
funkce vzorek 11
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5.2 Obsah sekvenci v negativnich kontrolach

Identifikace sekvenci v negativnich kontrolach pomoci softwaru MG-RAST
Analyzovany byly pouze negativni kontroly z protokolt ,,PCR kit* a ,,WGS kit“, protoze sekvenovanim negatvni
kontroly protokolu ,,Rapid kit* nebylo osekvenovano dostatecné mnozstvi bp (1000000 bp).

Obrazek 29: Identifikace sekvenci v negativni kontrole z protokolu ,,PCR kit*
Identifikace je zapséna jako prvni rodové jméno z latinského nazvu, pocet nalezenych ¢teni a pocet Cteni
prepocteny na procenta. VétSina sekvenci byla identifikovana jako sekvence bakterialniho pivodu.

\

vid

Corynebacterium - 3 (15.79%)
Propionibacterium - 2 (10.53%)
Ralstonia - 2 (10.53%)
Clavibacter - 1 (5.26%)
Scardovia - 1 (5.26%)
Lactococcus - 1 (5.26%)
Streptococcus - 1 (5.26%)
Methylobacterium - 1 (5.26%)
Sphingomonas - 1 (5.26%)
Lautropia - 1 (5.26%)

Delftia - 1 (5.26%)
Enhydrobacter - 1 (5.26%)
Xanthomonas - 1 (5 26%)
Canis - 1 (5.26%)

Obrazek 30: Identifikace sekvenci v negativni kontrole z protokolu ,, WGS kit*

Identifikace je zapsana jako prvni slovo z latinského nazvu, pocet nalezenych ¢teni a pocet ¢teni prepocéteny na
procenta VétSina sekvenci byla identifikovana jako sekvence lidského ¢i opiciho ptivodu, dalsi sekvence byly
identifikovany jako eukaryota (rostliny i zivoc¢ichové) i bakterie

Homo - 336 (41.90%)

Macaca - 205 (25.56%)

Canis - 49 (6.11%)

Sorghum - 42 (5.24%)

IMalassezia - 34 (4.24%)

Oryza - 14 (1.75%)

Ciona - 13 (1.62%)

Drosophila - 9 (1.12%)

Paenibacillus - 7 (0.87%)

Pan -7 (0.87%)

unclassified (derived from Bacteria) - 6 (0.75%)
Callicebus - 6 (0.75%)
Ochrobactrum - 4 (0.50%)
Candidatus Phytoplasma - 4 (0.50%)
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5.3 Identifikace sekvenci v jednotlivych vzorcich — pomoci softwaru
Geneious a MG-RAST

Cteni ziskana sekvenovanim vzorki byla analyzovana v softwarech Geneious a MG-RAST. V grafech
je vyjadfen vztah mezi dekadickym logaritmem poctu kopii daného organismu ve vzorku (osa x) a poctu
nalezenych cteni daného organismu, nebo skupiny organismt (kontaminujici sekvence bakterialniho
puvodu), ktera jsou prepocitana na 1000 nt genomu daného organismu (osa y). V n¢kterych piipadech
musela byt misto poctu kopii uvedena hodnota Ct, protoze danym virim (kmeny rotaviru, H3N2, RSV
B a MeV) nebyla v Laboratofi molekularni genetiky k dispozici PCR ,,assay* ani kalibra¢ni kiivka,
hodnoty Ct byly ziskany z jiné¢ho pracovisté. V kazdém grafu jsou vyneseny vysledky ziskané v obou
softwarech, které jsou od sebe odliSeny barevné. Tvar dale rozliSuje mezi jednotlivymi organismy (viry
¢i kontaminujicimi sekvencemi lidského ¢i bakteridlniho ptivodu).
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Vzorek 1 — Enterovirus, parechovirus a rotavirus ve vzorku stolice

Obrizek 31: Obsah sekvenci ve vzorku 1

E30: mezi virovymi ¢teni byl E30 nejvice zastoupeny, coz odpovida i ptivodnimu poctu kopii viru ve vzorku
(,,Rapid kit 712 ¢teni — Geneious, 228 ¢teni — MG-RAST, ,,PCR kit* 17 ¢teni Geneious, 7 ¢teni MG-RAST,
»WGS kit“ 2 ¢teni Geneious i MG-RAST)

HPeV-1: osekvenovanych ¢teni bylo vyrazné méné, nez kolik bylo ptivodné ve vzorku

(,,Rapid kit“ 10 ¢teni — Geneious, 6 ¢teni — MG-RAST)

Rotavirus (kmeny: G1-G4, P1A): osekvenovanych Cteni bylo jen stopové mnozstvi (,,Rapid kit“ 4 cteni —
Geneious)

Kontaminujici sekvence: vSechny tfi zptisoby ptipravy odhalily vétsi podil bakterialnich nukleovych kyselin nez
lidskych.

Analyzy softwary Geneious a MG-RAST jsou srovnatelné az na identifikaci lidské DNA, kdy v Geneiousu bylo
nalezeno mnohem vice sekvenci.

Zdaleka nejvice identifikovanych ¢teni se naslo piipravou pomoci ,,Rapid kitu®.

A Rapid kit
3,00
E
E 2000 o
o ' N
& ® @ Enterovirus (E30)
- 1,00
= A A Parechovirus (HPeV1)
g 0,00 L
© B M W Rotavirus (kmeny: G1 -
= -100 ¢ G4, P1A)
g + # lidska DNA
0
-2,00
fg + + ¢ bakterie
Q
& -3,00
= —— Geneious
4,00 *
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 MG-RAST
Ct
B PCR kit
1,00
: s
% 0.00 @ @ Enterovirus (E30)
2" -1,00 )
c A A Parechovirus (HPeV1)
o
-2,00
§ ‘ M W Rotavirus (kmeny: G1 -
= -3,00 + G4, P1A)
= # # lidska DNA
T -4,00
SO # ¢ bakterie
2 -5,00 +
'3
unﬂ -6,00 —— Geneious
o 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 — MG-RAST
Ct
C WGS kit
0,00
E
2 ® ® @ Enterovirus (E30)
& -1,00 *
€ A A Parechovirus (HPeV1)
o
o
S -2,00 MW Rotavirus (kmeny: G1 -
© G4, P1A)
; # # lidska DNA
@ +
g 300 # ¢ bakterie
3
:‘j -4,00 + = Geneious
o 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 — MG-RAST
Ct
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Vzorek 2 — HSV-1 ve vzorku aspiratu

Obrizek 32: Obsah sekvenci ve vzorku 2

HSV-1: nejvétsi pocet sekvenci bylo identifikovano jako HSV-1 piipravou ,,Rapid kit“, ptiravou ,,PCR kit* a
»WGS kit“ bylo identifikovano HSV-1 s druhym nejvétsim poctem sekvenci (,,Rapid kit™ 17 ¢teni — Geneious, 3
¢teni — MG-RAST, ,,PCR kit“ 1 ¢teni — Geneious, ,,WGS kit“ 1 ¢teni — Geneious)

Kontaminujici sekvence: vSechny tfi zptsoby pfipravy odhalily vétsi podil bakterialnich ¢teni nez lidskych.
Ptipravou ,,PCR kit“ a ,,WGS kit“ byl identifikovan nejvétsi pocet sekvenci jako bakterialni.

Analyza softwary Geneious a MG-RAST se lisila. Virovych a lidskych ¢teni bylo nejvice identifikovano pomoci
Geneious a bakterialnich ¢teni pomoci MG-RAST.

Zdaleka nejvice identifikovanych éteni se naslo pripravou pomoci ,,Rapid kitu®.
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Vzorek 3 — simulace infekce dychacich cest virem chripky typu A a respira¢nim syncytidlnim
virem B

Obrazek 33: Obsah sekvenci ve vzorku 3

H3N2: nejvetsi pocet sekvenci bylo identifikovano jako H3N2 ptipravou ,,Rapid kit“ a ,,PCR kit“ (,,Rapid kit
236 ¢teni — Geneious, 194 ¢teni — MG-RAST, ,,PCR kit“ 1 ¢teni — Geneious, 4 éteni — MG-RAST)

RSV B: s druhym nejvétsim poctem sekvenci byl identifikovan RSV B pfipravou ,,Rapid kit* (2 ¢teni —
Geneious)

Kontaminujici sekvence: vSechny tfi zpisoby pfipravy odhalily vétsi podil bakterialnich ¢teni nez lidskych.
Ptipravou ,,WGS kit byl identifikovan nejvétsi pocet sekvenci jako bakterialni.

Analyza softwary Geneious a MG-RAST se shodovala pfi identifikaci virovych ¢teni. Bakteridlnich ¢teni bylo
vice identifikovano pomoci MG-RAST a lidskych ¢teni pomoci Geneious.

Zdaleka nejvice identifikovanych ¢teni se naslo piipravou pomoci ,,Rapid kitu“.
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Vzorek 4 — simulace infekce v mo¢i virem spalnic¢ek

Obrizek 34: Obsah sekvenci ve vzorku 4
MeV: nejvetsi pocet sekvenci bylo identifikovano jako MeV v pfipravou ,,Rapid kit a ,,PCR kit“ (,,Rapid kit
3095 ¢teni — Geneious, 706 ¢teni — MG-RAST, ,,PCR kit* 248 ¢teni — Geneious, 88 ¢teni — MG-RAST)

Kontaminujici sekvence: u pfipravy ,,WGS kitem* bylo nejvice sekvenci identifikovano jako bakterie. V ostatnich

pripravach byl pocet identifikovanych ¢teni jako lidské nebo bakterialni srovnatelny.
Analyza softwary Geneious a MG-RAST se liSila. Virovych a lidskych ¢teni bylo nejvice identifikovano pomoci

Geneious a bakterialnich ¢teni pomoci MG-RAST.

Zdaleka nejvice identifikovanych éteni se naslo pripravou pomoci ,,Rapid kitu®.
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Vzorek 5 — simulace infekce v mo¢i BK virem

Obrazek 35: Obsah sekvenci ve vzorku 5§

BKYV: nejvétsi pocet sekvenci bylo identifikovano jako BKV ve vSech tfech kitech (,,Rapid kit 285 cteni —
Geneious, 63 ¢teni — MG-RAST, , PCR kit 8 ¢teni — Geneious, 5 ¢teni — MG-RAST, ,,WGS kit“ 28 ¢teni —
Geneious, 33 ¢teni — MG-RAST)

Kontaminujici sekvence: vSechny tfi zplsoby piipravy odhalily vétsi podil bakterialnich nukleovych kyselin nez
lidskych.

Analyza softwary Geneious a MG-RAST se shodovala pfi identifikaci virovych ¢teni. Bakterialnich ¢teni bylo
vice identifikovano pomoci MG-RAST a lidskych éteni pomoci Geneious.

Nejvice virovych a lidskych ¢teni se naslo pfipravou pomoci ,,Rapid kitu®, u bakteridlnich ¢teni pomoci ,,WGS
kitu®.
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Vzorek 6 — testovani sekvenovani riznych typti genomi

Obrazek 36: Obsah sekvenci ve vzorku 6

C. albicans: bylo identifikovano méné¢ cteni, nez kolik bylo ptivodné ve vzorku (,,Rapid kit* 17 ¢teni — Geneious,
3 ¢teni — MG-RAST, ,,WGS kit“ 2 éteni Geneious)

P. aeruginosa: mezi identifikovanymi Ctenimi byla nejvice zastoupena, coz odpovida i ptivodnimu poctu kopii
bakterie ve vzorku (,,Rapid kit 7732 éteni — Geneious, 2194 ¢teni — MG-RAST, ,,PCR kit“ 5 ¢teni Geneious, 2
¢teni MG-RAST, ,,WGS kit“ 77 éteni — Geneious, 140 ¢teni — MG-RAST)

Analyza softwary Geneious a MG-RAST se vétSinou shodovala, az na ,,WGS kit“, kde MG-RAST nenalezl zadna
¢teni C. albicans.

Zdaleka nejvice identifikovanych ¢teni se naslo pfipravou pomoci ,,Rapid kitu®.
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5.4 Porovnani po¢ti identifikovanych ¢teni v nefedénych a Fedénych
vzorcich

Cteni ziskana sekvenovanim vzorkii byla analyzovana softwarem Geneious. V grafu je vyjadfen vztah mezi
hodnotou prahového cyklu daného organismu ve vzorku (osa x) a poctem nalezenych ¢teni organismu piepocitana
na 1000 nt genomu (osa y). Cteni se podafilo identifikovat pouze ve vzorcich ptipravenych ,,Rapid kitem®.

Obrazek 37: Graf porovnani nefedénych a fedénych vzorkl. Pocet identifikovanych ¢teni se u fedénych vzorkl
pohybuje v rozmezi 0-30 ¢teni (E30 — 30 ¢teni, H3N2 — 4 ¢teni, BKV — 8 ¢teni, P. aeruginosa — 1 ¢teni, HPeV-1,
kmeny rotaviru, RSV B a C. albicans — 0 ¢teni), fedéné vzorky, u kterych nebylo nalezeno zadné éteni jsou v grafu
vyznaceny barevnymi krouzky s bilou vyplni
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5.5 Identifikace dlouhych a kratkych ¢teni pomoci softwaru Geneious

5.5.1 Identifikace Fetézicich se sekvenci v jednom ¢teni ve vzorcich pripravenych ,,WGS
kitem*

Pti dukladngjsi analyze dlouhych ¢tenich z ,,WGS kitu“ v softwaru Geneious bylo objeveno, Ze dochazi k fetézni

krat$ich sekvenci za sebou v jednom dlouhém cteni.

Obrazek 28: Opakovani sekvenci

A — ve cteni dlouhém 4370 nt byly nalezeny tfi stejné sekvence, které se opakovaly (zelen¢ oznacené): prvni
opakovani o délce 611 nt, druhé opakovani o délce 463 nukleotidli a tieti opakovani o délce 581 nt. Mezi prvnim
a druhym opakovéanim byla mezera 1267 nt a mezi druhym a tietim opakovanim byla mezera 835 nt.

B — ve ¢teni dlouhém 1864 nt byly nalezeny dvé opakujici se sekvence (zelené oznacené): prvni opakovani o délce
648 nt a druhé opakovani o délce 698 nt. Mezi sekvencemi byla jednonukleotidova mezera.
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5.5.2 Identifikace kratkych artefaktii ve vzorcich pripravenych ,,PCR kitem*

Obrazek 29: Kratké artefakty o délce pfiblizné 50 nt byly mapovany na spravné namapovany PCR produkt
k referen¢ni sekvenci, ale nebyly komplementarni s referencni sekvenci
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6. Diskuze

Tato prace shrnuje vysledky testovani riiznych typt ptiprav vzorki k sekvenovani nové
generace pomoci techniky Oxford Nanopore. U&elem bylo otestovat, zda by se tento sekvenator
mohl vyuzit pfi diagnostice v klinické virologii pro ptipady, kdy konven¢nimi metodami nebyl
rozpoznan puvodce infekce. Protoze se jedna o neznamého potencialniho patogena bylo nutné
pouzit metagenomické sekvenovani. Piipravili jsme pét vzorkl simulujicich infekci ve stfeve,
respiracni a infekci herpesvirem, virem spalni¢ek a BK virem. Vzorky obsahovaly rizny pomér
vird a kontaminujicich sekvenci. Naposled byly testovany vzorky, které byly nafedény vodou,

abychom zjistili sensitivitu metody.

K testovani byly vybrany tfi rizné ptipravy vzorki. Rapid Barcoding Sequencing kit byl
zvolen pro jeho rychlou a jednoduchou pfipravu a zaroven byl nejpodobnéjsi metodé, kterd je
u nas v laboratofi zavedena (Kramna et al. 2015). Déle byl vybran PCR Barcoding kit, ktery
produkuje delsi ¢teni (pramérné 4-5 kb dlouhd) a pted ptipravou knihovny kitem od ON neni
amplifikace, pii které by mohly vzniknout chyby v amplikonech. Jako posledni byl pouzit
Premium whole genome amplification protokol, kterym lze ziskat ¢teni dlouha nékolik desitek

kilobazi, mohlo by se jim tak ziskat cely virovy genom pouze z jednoho ¢teni.

Nejvice ¢teni bylo ziskano piipravou ,,PCR kit*“ — 3355064 cteni s primérnou délkou 100-
200 nt, dale bylo ziskano 504713 ¢teni ,,Rapid kitem* s pramérnou délkou 100-250 nt a ,, WGS
kitem* bylo sekvenovano 135862 cteni o primérné délce 500-7500 nt. Ackoliv jsme ,,PCR
kitem* ziskali nejvice sekvenci, u €tvrtiny z nich nastrojem MG-RAST selhala identifikace
sekvenci a vice nez polovina sekvenci byla funkce neznama. Oproti tomu u ,,Rapid kitu* se
nastroji MG-RAST podatilo ptedpovédet funkei uz 75 % sekvenci. U ,,WGS kitu* bylo
dokonce 100 % sekvenci s pfedpovézenou funkci, ale virové sekvence byly identifikovany
pouze ve tfech vzorcich a u ostatnich vzorkil pfevaZzovaly lidské a bakterialni sekvence, které
byly pravdépodobné pfednostné sekvenovany. Pfi analyze sekvenci ptipravenych ,,PCR kitem*
v softwaru Geneious bylo zjiSténo, Ze obsahuje velké mnozstvi kratkych fragmentt (cca 50 nt
dlouhych) a objevuji se v kazdém vzorku. Tyto fragmenty byly objeveny pii opakovaném
mapovani (iteracich), kde se fragmenty ve velkém mnoZzstvi mapovaly na konec spravné
namapované cteni k referenci, ale samotné fragmenty nemaji s referenci nic spolecného.
Fragmenty byly testovany na shodu se barcody a adaptéry ,,PCR kitu“, ale shoda nalezena

nebyla. I pfi testovani na shodu pomoci databaze NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) se tato kratka

¢teni nepodafilo identifikovat. Dal§im problémem, ktery jsme identifikovali béhem mapovani
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bylo, Ze u vzorkl ptipravenych ,,WGS kitem*, kde se nam podafiilo ziskat dlouhd cteni, bylo
zjisténo, Ze jde o kratsi fragmenty dlouhé ptiblizn¢ 600 nt, které se opakované fetézi za sebou
a mezi kterymi je rizny pocet nukleotidii. Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno ptipravou ,,Rapid
kitem*, kterym bylo identifikovano nejvice virovych sekvenci a nékteré virové genomy byly

rovnomeérne pokryty celé.

Co se tyce shody délek sekvenci kontrolovanych pied sekvenovanim a po, u ,,Rapid kitu*
byly amplikony pied ptipravou knihovny ,,Rapid kitem* dlouhé 300-500 bp. Sekvenovanim
jsme ziskali ¢teni s primérnou délkou 250 nt, coz bylo ziejmé zpiisobeno enzymatickou
fragmentaci, kterd je soucasti pifipravy tohoto kitu. U ,,PCR kitu“ pii kontrole délek PCR
produktl na Bioanalyzeru byly vidét kromé amplikoni v délkéch 500-1000 bp 1 mensi vrcholy
v oblastech 150-300, ale primérna délka sekvenovanych ¢teni byla 200 nt. Je tedy mozné, ze
kratsi ¢teni vznikla nedostate¢nym osekvenovanim amplikonu (sekvenace ¢teni byla z né¢jakého
divodu zastavena). Pti ptipravé ,,WGS kitem* po testovani vzorki na gelové eleftroforéze bylo
vidét, ze po izotermalni amplifikaci a nasledné reakci s T7 endonukledzou I vznikly produkty
o stejné délce 10 kbp. Z toho se da usoudit, Ze k fetézeni sekvenci doslo uz pti tomto kroku,

protoze k testovani byly pouzity i viry s krat$i délkou genomd.

V' negativnich kontrolach byly identifikovany v malém mnoZstvi sekvence hlavné
bakterialniho (,,PCR kit*) a lidského/opic¢iho (,,WGS kit) pivodu. To je ale bézné, kazdy kit
obsahuje néjaké kontaminace (Salter et al. 2014; Laurence, Hatzis, a Brash 2014). Ty mohly
mit podil na vyssi obsah lidské DNA ve vysledcich u ,,WGS kitu®, ale u jinych kit ke

zkreslovani vysledkii nedochazelo.

Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno ptipravou ,Rapid kit“, kterym bylo nejen
identifikovano nejvice virovych ¢teni, ale také byly nejvice rovnomérné pokryté virové genomy
a bylo nalezeno vSech osm sekvenovanych virt. Nejvétsiho pokryti bylo dosaZeno u vzorku 4
(MeV ve vzorku moci), kde jsme ziskali 95 % genomu viru spalni¢ek s pokrytim alespoil 5
¢teni. U vzorku 1 (E30, HPeV-1 a kmeny rotaviru ve vzorku stolice) bylo ziskano s pokrytim
>5 ¢&teni 90 % genomu echoviru 30 a ve vzorku 5 (BKV ve vzorku moci) ptes 70 % genomu
BK viru s minimalnim pokrytim 3 ¢teni. U vzorkl pfipravenych ostatnimi dvéma kity byla
pokryti spisSe sporadickd. Sekvenovanim ,,PCR kitem* bylo nalezeno Sest virti a ,,WGS kitem*

pouze tfi viry z ptivodnich osmi sekvenovanych virti.

Celkova kvantita nukleovych kyselin v naSich vzorcich nespliiovala pedepsanou vstupni

kvantitu jednotlivych kitd. Tento fakt je Castym problémem pii metagenomickém sekvenovani
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virl z pavodnich vzorkt a celkové pouziti sekvenovani ve virologii znesnadiiuje narozdil napf.
od sekvenovani lidské DNA, které je ve vzorku hodné a neobsahuje tolik kontaminaci (Kramna

etal. 2015).

Vytéznost virovych sekvenci byla ovlivnéna pfitomnosti kontaminujicich sekvenci. U
vzorku 2 (HSV-1 v aspiratu) bylo nalezeno nejvice kontaminujicich sekvenci pied i po
sekvenovani, a to nejspis proto, Ze nukleové kyseliny byly izolovany pfimo z lidského aspiratu.
Obdobné tomu bylo i u vzorku 3 (H3N2 a RSV B ve vzorku aspiratu. Ve vzorku 1 bylo nalezeno
zase velké mnozstvi bakteridlnich sekvenci, které pochazely ptedevsim ze vzorku stolice. |
piesto, ze v ptivodnim vzorku 1 nebyla detekovana témét zadna lidskd DNA, tak byla
osekvenovana ve vétSim mnozstvi hlavné ,,Rapid kitem®, zfejmé diky pomnozeni DNA
z bunécnych kultur, na kterych byl kultivovan enterovirus E30. Nejvice sekvenci a nejlepsiho
pokryti genomu bylo dosaZeno u viru spalnicek a BK viru, které byly ve vzorku mo¢i, ve kterém
bylo pouze stopové mnoZstvi kontaminujicich nukleovych kyselin. U 100x fedénych vzorki se
podafilo detekovat pouze tfi viry z Sesti (E30, H3N2 a BKV) nejspi$ proto, ze kvantita vira
v fedénych vzorcich uz byla pfili§ nizkd a je mozné, ze tak doslo pfednostné¢ k namnozeni

kontaminujicich sekvenci.

Lewandowski et al. (2019) chtéli metagenomickym sekvenovanim na MinlONu detekovat
virus chiipky pfimo zrespiratniho vzorku. Mnozstvi virovych sekvenci bylo negativné
ovlivnéno zvySenym mnozstvi hostitelskych a bakteridlnich ¢teni. RNA byla po izolaci ze
vzorkli ndhodné amplifikovéna a knihovna byla pfipravena stejnym zptsobem, jako v nasem
ptipadé u ,,WGS kitu* jen bez izotermdalni amplifikace. Ve vzorcich byl chiipkovy virus také
kvantifikovan pomoci qPCR. U 27 vzorki s hodnotami Ct <30 se virus podafilo detekovat, ale
pouze u Sesti z 13 vzorkl s Ct >30 byly ziskany sekvence viru. Tyto vysledky ptedstavuji o
mnoho fadi lepsi sensitivitu, v této praci jsme identifikovali pouze jeden virus ze Ctyf

s hodnotami Ct > 25.

Ve studii Greninger et al. (2015) se potykali s vysokym procentem kontaminujicich
sekvenci. Pomoci metagenomického NGS se snazili detekovat RNA viry ve vzorku krve od
¢tyf pacientl. RNA byla izolovana a ndsledné¢ ndhodné amplifkovana. Knihovna byla
pfipravena stejnym zplsobem, jako v nasem piipadé u ,,WGS kitu“ bez izotermalni
amplifikace. Z celkovych poctl identifikovanych cteni tvofily 78-96 % sekvence lidského
puvodu a virovy vytézek byl v rozmezi 0,6-6,5 % z identifikovanych ¢teni. Ve studii Mostafa

et al. (2020) chtéli pomoci metagenomického NGS sekvenovat virus u pacientii s onemocnéni
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COVID-19. U osmi vzorkii pozitivnich na virus SARS-CoV-2 s hodnotami Ct v rozmezi 21-
36,6, virus nebyl detekovan a autofi konstatuji, ze je mozné, ze by virova ¢teni mohla byt

maskovana lidskymi.

Pro identifikaci neznamého patogenu v klinickém vzorku byla v nasem testovani piiprava
odpovidaly ptivodnimu sloZeni vzorku. Podafilo se identifikovat vSech osm virti s nejvétSim
poctem Cteni a k tomu tfi viry ve vzorcich s nizkou kvantitou. Piiprava kitem ,,PCR* se pro
identifikaci neznamého potencialniho virového patogenu nehodi, zfejmé kvili nedostateéné
vstupni kvantit¢ DNA téchto vzorkli. Ani ptiprava vzorka kitem ,,WGS* se pro naSe ucely
neosvédcila, stile ale povazujeme tento zplsob pfipravy jako velmi pfinosny pro moznost
sekvenovat dlouhd ¢teni. Cilovy virus by vSak musel byt izolovan a pomnoZen na bunééné
kultufe, nebo by jeho kvantita ve vzorku musela byt vysoka a obsah kontaminujicich sekvenci

nizky, abychom ziskali poZzadovana dlouh4 cteni.

80



7.Souhrn

V této praci bylo sekvenovano nékolik vzorka, které simulovaly infekéni vzorek s riznym
obsahem virovych sekvenci, k otestovani tii riznych ptiprav vzorkd s pouzitim tfi riznych kit
od firmy Oxford Nanopore, scilem vybrat ten nejvhodnéjsi pro identifikaci patogenu
v klinickém vzorku s neznamou infekci. Také byla testovana senzitivita pouzitych metod na
fedénych infek¢énich vzorcich. Soucasti prace bylo také testovani riiznych nastroji pro analyzu
dat. Nejlepsich vysledkli bylo dosazeno piipravou vzorku pomoci Rapid Barcoding Sequencing

kitu.
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