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• Ciel: sekvenovať 100 – 300 vzoriek týždenne

• Automatizácia laboratórnej prace a hlásenia výsledkov

• Zvýšiť kapacitu sekvenačného centra 

Úvod
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Sekvenovanie



• Na zapísanie vzoriek do LIS: 

• Zoznam vzoriek

• Žiadanky 

• Ct hodnoty 

• Zaviedli sme integráciu LIS + ISIN

• Čiarové kódy pomohli pri zapisovaní 

• Nedostatok personálu na zvýšenie sekvenčnej kapacity

Príjem



• Izolácia RNA v čistej miestnosti oddelenej

od lab. na prípravu knihovny

• Thermo Fisher Kingfisher flex – ≤96 vzoriek 

za < 1 hodinu

• Zybio EXM 3000 – 32 vzoriek za 9 minút 

• Laboratórium pošle izolát

Izolácia



• ECDC – Illumina NovaSeq 6000

• NRL - Illumina MiSeq

• NRL - ThermoFisher Ion Torrent Genexus

• SVU – Oxford Nanopore MinION

Sekvenovanie



Príprava knihovny - Illumina MiSeq

• Biomek i5:

96-jamkova pipetovacia hlavica, 25 pozícii, integrovaný termocycler, peltier, platničkový vortex

• in-house protokol na automatizáciu:

• Paragon Genomics CleanPlex SARS-CoV-2 protokolu

48 / 96 vzoriek za 8-10 hodín

• NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 FS Library Prep

96 vzoriek za 6-8 hodín

• NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Companion Kit (Oxford Nanopore)



Normalizácia, pooling, sekvenovanie na MiSeq

• Manuálna normalizácia: 

• Individuálna kvantifikácia všetkých knihoven

• Riedenie a pooling 

• 1x bead prečistenie

• Normalizácia na 4nM 

• Príprava knihovny a cartridge na sekvenovanie

• Ciel – zjednodušiť a automatizovať proces, aj vďaka

NEBNext kitu

Qubit flex – 8 strip



• Protokol ma veľa krokov

• Ťažko sa automatizuje, nespoľahlivý

• Neflexibilný protokol – počet vzoriek

• 1 integrovaný termocykler, 2 PCR platničky

• Niektoré kroky sa nedajú automatizovať

• Limitovaný počet špičiek

• Zatiaľ potrebuje dohľad operátora 

Problémy a riešenia



• NEBNext kit ma menej krokov, jednoduchší, lacnejší

• Male zmeny v Biomek i5 programe, zmena plastov

• Kúpiť tip loader – výrazne viac použiteľných špičiek

• Automatizovať poolovanie bez normalizácie – NEBNext

• Validovať program, aj s rôznym počtom vzoriek

Riešenia



• Jednoduchý a funkčný program – pripojenie cez prehliadač

• Plne automatizovaný, integrovaný sekvenator

• Reagencie v uzavretých plastových kazetách

• Stačí rozmraziť

• Výsledky pre 16 vzoriek za ~21 hodín

Genexus systém



• Kontrola kvality cez bioxsys

• Nextclade

• Pangolin línie 

Analýza dát



• GISAID:

• in-house skript na vygenerovanie GISIAD CSV súboru

• formátovanie fasta

• UZIS:

• Cez LIS

• hlásenie pango línie a GISAID EPI čísla 

Hlásenie výsledkov



• NRL pro chřipku a nechřipková respirační virová onemocnění

• SZÚ

Poďakovanie
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