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PROTOCOL DE SECVENTIERE SARS-COV-2!

Inainte de a incepe!
Pregatiti intre 11 - 95 de probe de ARN plus 1 control negativ.

SINTEZA CDNA 30MIN

1. Se prepara intre 11 si 95 de probe de ARN plus 1 control negativ (H20 fara nucleaze) per
biblioteca. Daca a fost congelat anterior, amestecati prin vortexare scurta, urmata de un puls
de centrifugare pentru a colecta lichidul. Pastrati probele pe gheata tot timpul!

Nota: Cel putin 11 esantioane sunt necesare pentru a avea suficient material de incarcat pe
secventiator la sfarsit. Daca procesati >23, veti avea nevoie de kitul de extensie EXP-
NBD196.

Nota: Un control pozitiv poate fi de asemenea inclus: un construct de ARN sintetic sau o
proba clinica cu titru inalt care poate fi diluata. Acest lucru ajuta la monitorizarea
performantei secventierii.

2. Amestecati urmatoarele componente intr-o banda-tuburi/placd PCR. Se amesteca usor prin
pipetare si se puls-centrifugheaza tubul pentru a colecta lichidul .

Component Volum (uL)
LunaScript RT Supermix 2
Template RNA 8
Total 10

Nota: ARN viral dintr-o proba clinica ar trebui sa fie intre Ct 18-35. Daca Ct este intre 12-15,
atunci diluati proba de 100 de ori in apd, dacd este intre 15-18, atunci diluati de 10 ori. Acest
lucru va reduce probabilitatea aparitiei inhibitiei de substrat a PCR.

Nota: Pentru a preveni contaminarea pre-PCR, mastermix-ul trebuie adaugat in tuburile/placa
PCR din hota pre-PCR, care trebuie curatata cu servetele de decontaminare si sterilizata UV
inainte si dupa utilizare.

Nota: Probele de ARN trebuie pipetate in hota de extractie/adaugarea probei, care trebuie
curatata cu servetele de decontaminare si sterilizata cu UV 1nainte si dupa utilizare.

3. Incubati dupd cum urmeaza:

25°C 00:02:00
55°C 00:10:00
95°C 00:01:00

Mentine la 4 °C

! Adaptat dupa https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-v3-locost-
bh42j8ye?step=1



https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-v3-locost-bh42j8ye?step=1
https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-v3-locost-bh42j8ye?step=1
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4. Diluati amestecul de primeri 100uM 1:10 in apa de grad molecular, pentru a genera stocul
de primeri de concentratie 10uM.

Nota: Primerii sunt utilizati la o concentratie finald de 15nM per primer. In acest caz,
amestecul V3 de primeri contine 110 primeri in grupul 1 si 108 primeri in grupul 2, deci vor
fi pipetati 4uL de amestec stoc de primeri 10uM per reactia de 25 uL.

Note: Pregatiti mai multe alicoturi de 100uL de dilutii de primer de 120 uM si congelati-le
(pentru a preveni degradarea sau contaminarea).

PCR MULTIPLEX 4H

1. Pregétiti cate doua reactii PCR per proba, dupa cum urmeaza (in tuburi sau placi). Se

amesteca usor prin pipetare si se puls-centrifugheaza pentru a colecta lichidul Tn partea de jos
a tubului .

Component Reactia 1 (uL) | Reactia 2 (uL)
5X Q5 Reaction Buffer 5 5

10mM dNTPs 0.5 0.5

Q5 Hot Start DNA Polymerase | 0.25 0.25

V3 Pool 1 (10uM) 4 0

V3 Pool 2 (10uM) 0 4

Apa fara nucleaze 12.75 12.75

Total 22.5 22.5

or

Component Reactia 1 (uL) | Reactia 2 (uL)
Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix | 12.5 12.5
V3 Pool 1 (10uM) 4 0
V3 Pool 2 (10uM) 0 4
Apa fara nucleaze 6 6
Total 22.5 22.5

Nota: Master Mixul Q5 Hot Start High-Fidelity 2X poate fi utilizat Tn locul setului de
componente din primul tabel. Reactiile PCR pot fi scalate la %2, de asemenea, pentru a
economisi costuri.

Nota: Pentru a preveni contaminarea pre-PCR, mastermix-ul trebuie sa fie pipetat in hota
pentru mastermix, care ar trebui sa fie curatata cu servetele de decontaminare si sterilizata cu
UV inainte si dupa utilizare.

2. Se adauga 2,5 uL ADNCc in fiecare dintre reactiile PCR, se amesteca usor prin pipetare si se
puls centrifugheaza pentru a colecta lichidul in partea de jos a tubului.

Nota: LIn fiecare reactie PCR pot fi adaugate pana la 5 uL ADNc (in locul apei fard nucleaze)
pentru a Tmbunatati amplificarea probelor cu titru scazut. Utilizarea a 5 uL de ADNc va
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necesita o reactie de 20 uL. de ADNCc si e posibil sa provoace inhibare, asa ca utilizati cu
precautie .

Note: ADNc trebuie addugat in hota de extractie, care trebuie curatata cu servetele de
decontaminare si sterilizata cu UV inainte si dupa utilizare.

3. Configurati urmatorul program pe aparatul pCR:

Etapa Temperatura (*C) | Timp Ciclu
Activare 98 00:00:30 | 1
Denaturare 98 00:00:15 | 25-35
Annealing/extensie | 65 00:05:00 | 25-35
Mentine 4 Indefinit | 1

Nota: Numarul de cicluri trebuie sa fie 25 pentru Ct: 18-21 pana la maximum 35 de cicluri
pentru Ct 35.

Nota: Calibrarea aparatului pCR poate varia de la instrument la instrument. Daca observati o
pierdere a ampliconului 64, atunci reduceti temperatura de annealing/extensie la 63*C.
Temperatura de denaturare de 95*C poate fi, de asemenea, utilizata si poate creste usor
randamentele PCR.

DILUTIA PCR 10MIN

1. Etichetati tuburile/placa si combinati urmatoarele volume ale fiecarei reactii PCR (pentru
10 uL din fiecare proba).

Component Volume (uL)

Pool 1 PCR reaction | 2.5

Pool 2 PCR reaction | 2.5

Nuclease-free water | 45

AIWIN|(F-

Total 50uL

Note: The PCR post-clean up concentration is typically around 100 Mass percent. This
means we can pool them without quantification/normalisation to make a significant time
saving. If you require very even barcode representation perform clean-up and normalise to 10
Mass percent then continue.

Note: Ampliconii trebuie adaugati in dulapul post-PCR, care trebuie curatat cu servetele de
decontaminare si sterilizate cu UV inainte si dupa utilizare..

NATIVE BARCODING (MARCAJ) 2H

A. Codati pool-urile de ampliconi folosind abordarea one-step (intr-o singura etapa).
1. Intr-o noud banda-tub/placa pentru PCR, configurati urmatoarea reactie pentru fiecare
proba :

Component Volum (uL)

1 | Dilutie PCR din etapa anterioara | 3.3

2 | Ultra Il End Prep Reaction Buffer | 1.2

3 | Ultra Il End Prep Enzyme Mix 0.5
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4 | Apa nuclease free 5

51| Total 10uL

Note: Make a master mix of end-preparation reagents and nuclease-free water and aliquot
into strip-tube/plate to improve reproducability.

2. Se incubeaza la temperatura camerei pentru 00:15:00
Se incubeaza la 65*C pentru 00:15:00
Se incubeaza pe gheata pentru 00:01:00

3. Tntr-un nou tub/placa PCR, pipetati urmitoarea reactie pentru fiecare proba:
Component Volum (uL)

1 | End-preparation reaction mixture | 0.75

2 | NBXX barcode 1.25

3 | Blunt/TA Ligase Master Mix 5

4 | Apa nuclease free 3

5 | Total 10uL

Note: Utilizati un cod de bare nativ de la EXP-NBD104 (1-12), EXP-NBD114 (13-24) sau
EXP-NBD196 per proba. Utilizati 12 sau mai multe coduri de bare per bibliotecd sau nu va fi
suficient material total pentru a obtine randamente bune.

4. Pipetati impreuna, intr-un nou tub Eppendorf de 1,5 ml, toate reactiile de marcaj.

Note: Daca procesati 12-24 de probe, pipetati toate cele 10 uL ale fiecarei reactii native de
marcaj. Daca procesati 48 de probe, pipetati 5 uL din fiecare reactie native de marcaj. Daca
procesati 96 de esantioane, pipetati 2,5 uL din fiecare reactie native de marcaj, astfel incat sa
nu depaseascad un volum final de 240 uL.

5. Adaugati 0,4x volum de perle SPRI in tubul de proba si amestecati usor fie prin miscare,
fie prin pipetare. De exemplu, adaugati 96 uL. margele SPRI la 240 uL reactii de coduri de
bare intr-un singur vas.

Nota: 0,4x volum de SPRI este suficient pentru a lega ampliconii de 400 bp; nu utilizati 1x
deoarece acest lucru va avea ca rezultat un pellet excesiv de mare.

6. Se amesteca prin vortexare urmata de puls-centrifugare pentru a colecta tot lichidul de la
fundul tubului. Incubati pentru 00:05:00 la temperatura camerei.

7. Asezati tubul pe un suport magnetic si se incubeaza timp de 00:02:00 sau pana cand tot
supernatantul este limpede. Indepartati cu grija si aruncati supernatantul, avand grija sa nu
atingeti pelletul.

8. Adaugati 250 uL SFB si resuspendati pelletul complet prin amestecarea cu pipeta urmat de
puls-centrifugare pentru a colecta pelletul in partea inferioara a tubului; asezati-l apoi pe
magnet. Indepartati supernatantul.
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Note: SFB va elimina excesul de adaptor fara a deteriora complexele adaptor-proteine. Nu
folositi etanol 70% in aceasta etapal

9. Repetati pasul 8 pentru o a doua spalare SFB. Centrifugati in puls -> indepartati orice SFB
rezidual.

Nota: Nu trebuie sa lasati pelletul sa se usuce la aer.

10. Adaugati 200 uL de etanol 70% la temperatura camerei pentru a spala pelletul. indepartati
cu grija si aruncati etanolul, avand grija sa nu atingeti pelletul.

Note: Efectuati doar o singura spalare cu etanol 70%.

11. Puls-centrifugare pentru a colecta tot pelletul urmata de indepartarea (cu atentie!) a cat
mai mult etanol rezidual posibil.

12. Incubati timp de 00:01:00 (sau pana cand peletul isi pierde stralucirea) cu capacul tubului
deschis; daca peletul se usuca complet, va deveni dificil de resuspendat.

13. Resuspendati peletul in 30 uL 10 mM Tris pH 8,0, amestecati usor prin pipetare si
incubati pentru 00:02:00.

14. Asezati tubul pe un suport magnetic si transferati proba intr-un tub Eppendorf curat de 1,5
ml.

B. Cuantificati 1 uL de ampliconi cu coduri de bare utilizdnd fluorometrul Qubit (testul
dsDNA). Concentratia va varia in functie de numarul si Ct de probe, dar aveti nevoie de
aproximativ 30ng total In aceastd etapa pentru a obtine randamentul maxim.

C. Ligarea adaptorului AMII si spalare cu SFB .
1. Intr-un tub Eppendorf nou de 1,5 mL, pipetati urmatorele componente ale reactiei de ligare
a adaptorului AMII.

Component Volum (uL)
1 | Barcided amplicon pool 30
2 | NEBNext Quick Ligation Reaction Buffer (5X) | 10
3 | Adapter Mix (AMII) 5
4 | Quick T4 DNA Ligase 5
5| Total 50

2. Incubati la temperatura camerei pentru 00:20:00.

3. Adaugati 50 uL (1:1) de granule SPRI in tubul de 1.5mL amestecati usor prin pipetare ura
de puls-centrifugare.

Nota: Vortexati bine granule SPRI inainte de utilizare pentru a va asigura ca sunt bine
resuspendate, solutia trebuie sd aiba o culoare maro omogena.
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4. Incubati la temperatura camerei pentru 00:05:00.

5. Asezati tubul un suport magnetic si incubati timp de 00:02:00 sau pana cand granulele s-au
peletizat iar supernatantul este complet limpede. Indepartati cu grija si aruncati supernatantul,
avand grija sd nu atingeti granula de margele.

6. Adaugati 250 uLL SFB si resuspendati pelletul complet prin amestecarea cu pipeta, urmat
de puls-centrifugare indepartati supernatantul.

Nota: SFB va elimina excesul de adaptor fara a deteriora complexele adaptor-proteine. Nu
folositi etanol 70%!

7. Repetati pasul 6 (a doua spalare SFB).

8. Puls-centrifugare urmata de indepartarea SFB rezidual. Adaugati 150 uL EB (ONT) si
resuspendati granulele prin amestecare cu pipeta.
Note: NU lasati pelletul sa se usuce in timpul spélérilor SFB!

9. Incubati la temperatura camerei pentru 00:02:00.

10. Asezati tubul pe un suport magnetic pana cand supernatantul este complet limpede.
Transferati biblioteca finala intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml nou.

D. Cuantificati 1 uL din biblioteca finald utilizdnd fluorometrul Qubit (testul dsSDNA).
Concentratia va varia in functie de numarul si Ct de probe; aveti nevoie de aproximativ 15 ng
ARN total in aceasta etapd pentru a obtine randamentul maxim.
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SECVENTIEREA PE MINION 1zi

A. Amorsati celula de secventiere si apoi incarcati 15ng din biblioteca pregatita in etapa
anterioara.

1. Dezghetati urmatorii reactivi la temperatura camerei apoi puneti-i pe gheata:

Sequencing buffer (SQB)
Loading beads (LB)
Flush buffer (FLB)

Flush tether (FLT)

2. Adaugati 30 uL FLT in tubul FLB si amestecati bine prin vortexare.

3. Daca este necesar, plasati o noua celula de secventiere in MinilON/MK1C, deschizand
capacul si impingand celula cu atentie sub clema de prindere.

4. Luati o pipeta P1000 si setati volumul la 800 uL. Asezati varful in orificiul de admisie al
celulei de secventiere si, tindnd-o perpendicular pe planul acesteia, indepartati orice aer din
orificiul de admisie, rotind butonul de volum Tn sens invers acelor de ceasornic.

Nota: Aveti grijd sa nu eliminati atat de mult aer incat sa afectati membrana de secventiere.

5. Incircati (cat mai incet si fara brusciri) 800 uL de FLB (plus FLT) in celula de secventiere
prin portul de admisie; incercand sa evitati introducerea oricaror bule de aer. Asteptati
00:05:00

6. Deschideti portul SpotON ridicand usor capacul SpotON.

7. Incircati alti 200 uL de FLB (plus FLT) in celula de secventiere prin portul de intrare;
acest lucru va initia sifonarea aerului din sistem prin portul SpotON.

8. Diluati libraria pregatita pentru secventiere intr-un tub nou:
Component | Volum (uL)

1|SQOB 37.5

2| LB 255

3 | Librérie 12

5 | Total 75

Note: Amestecati LB imediat Tnainte de utilizare, deoarece se depune rapid. Completati cu
EB daca este necesar un volum de librarie sub 12 pL.

10. Amestecati usor biblioteca diluata prin pipetare in sus si in jos, chiar inainte de incarcarea
pe celula.
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11. Adaugati picatura cu picatura cei 75ul de biblioteca diluata in celula de secventiere prin
portul SpotON. Asigurati-va ca fiecare picatura este sifonata in port inainte de a o adauga pe
urmatoarea.

12. Inlocuiti usor capacul portului de esantionare SpotON, asigurandu-va ci intrd in portul
SpotON, inchideti portul de admisie si inchideti capacul MinION.

B. Incepeti rularea secventierii utilizind MinKnow

Observatie: Daca utilizati live basecalling asigurati-va ca activati barcoding-ul cu doud
terminatii in setarile de apel de baza.

1. Conectati MinION /Mk1C la o sursa de curent si asteptati detectarea celulei de secventiere.

2. Alegeti 'FLO-MIN106' din meniul vertical, apoi selectati celula de secventiere astfel Tncat
sa apara o bifa.

3. Faceti clic pe butonul "Experiment nou" din partea stdnga jos a ecranului.

4. Pe ecranul pop-up Experiment nou, selectati parametrii de rulare pentru experiment din
filele individuale:

Experiment: Denumiti secventierea in campul experimentului, lasati campul esantion
necompletat.

Kit: Selection: Selectati LSK109 daca nu exista nicio optiune pentru barcoding (NBD104).
Run Options: Setati durata de secventiere la 6-10 ore (0 puteti opri dupa ce au fost colectate
suficiente date determinate folosind RAMPART).

Basecalling: Lasati basecalling ON, dar selectati "basecalling rapid".

Output: Numarul de fisiere pe care MinKNOW le va scrie intr-un singur folder. Tn mod
implicit, acest lucru este setat la 4000, dar poate fi redus pentru a face actualizarea mai
frecvent.

Click pe 'Start run'.

5. Monitorizati progresul secventierii utilizand interfata MinKNOW.



