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Oddéleni genomiky a bioinformatiky
Videnska 1083

142 20 Praha 4

Datova schranka: 5h4nxm4

V Praze dne 17. 3. 2021

Dobry den,
odpoviddme na vase otazky ze dne 12. 3. 2021 ohledné sekvenovani SARS-CoV-2.

1) Z ¢eho byla virova RNA vyextrahovana?

- oCisténé virové Castice SARS-CoV-2 zbavené veskerych primési ziskanych centrifugaci (jaky byl
hustotni gradient a existuje EM fotografie virové monokultury?)

- vzorek pfimo odebrany od pacienta - od jednoho nebo vice pacientl

- vzorek po provedené RT-PCR

- jiny zdroj - jaky?

Nase sekvenacni laboratof neni vybavena pro praci s infekénim materidlem. Jako vstupni material
jsme od Nérodni referen¢ni laboratore pro chfipku a nechfipkova respiraéni virova onemocnéni SzU
dostali cDNA ziskanou pomoci reverzni transkripce gRNA, ktera byla izolovana standardnimi postupy
z nasofaryngealnich vytéra.

2) Byla vZdy pred sekvenaci ovérena délka kompletniho virového genomu gelovou elektroforézou?

- Pokud ano, s jakym vysledkem poctu bazi?

- Pokud ne, jak je mozné tvrdit, Ze byl sestaven kompletni fetézec genomu viru, ktery se vyskytuje v
daném vzorku?

VIdeﬁSka 1083’ 142 20 Praha _ WWW.imglcaS.CZ


http://www.resetheus.org/

Ustav molekularni genetiky AV CR, v. v. i.

Ne, dodanda jednovlaknova cDNA neumozZiiuje takovou analyzu. Dodanad cDNA byla standardnim
postupem pfipravena k sekvenci. V této konkrétni analyze jsme pouzili sadu Swift Normalase
Amplicon SARS-CoV-2 NGS Panels od firmy Swift biosciences a nasledovné sekvenovali na
platformé Illumina. Miru kompletnosti dodané cDNA jsme urcili ze sekvenacnich dat bioinformaticky
a to mapovanim c¢teni na referenéni genomovou sekvenci.

3) Z jakého mnoZstvi sekvenci o jaké délce (jakych délkach) bazi byl Vami sestaven kompletni genom
viru SARS-CoV-2 (uvedte pro jednotlivé varianty)?

Celkové jsme v tomto experimentu osekvenovali 95 miliond parovych ¢teni o délce 2 x 150
nukleotid(l. V priméru to je 1 milion parovych ¢teni na vzorek, tzn. Zze u priimérného vzorku byla
kazda pozice virového genomu prectena zhruba 10 000x.

4) Bylo nutné doplnit chybéjici ¢asti genomu pomoci softwarového vypoctu? Pokud ano, jakého
procenta z celkové délky genomu se to tykalo a v jakych délkach (v jakém poctu bazi) se jednotlivé
mezery vyskytovaly?

Ne, neprectené casti zlstavaji ve vysledné sekvenci oznacené jako N. ProtoZe z principu metody
amplikonového sekvenovani nelze precist nékolik nukleotidd na zacatku genomu a nékolik na jeho

konci, je vétSina vzork( prectena z 99,8%. Vzorky, u kterych se z jakéhokoliv dlvodu nepodafilo
precist vice nez 95% genomu, byly z naslednych analyz vyfazeny.

S pozdravem,





