Nanopore 16S sequencing MetaGenTm

16S Barcoding Kit (SQK-RAB204)

Caracteristicile kitului de barcodarel6S

Acest Kit este recomandat pentru utilizatorii care:
e doresc sd multiplexeze probele pentru a reduce pretul pe proba
e doresc sd facd secventierea 16S
e sunt interesati de identificarea bacteriilor la nivel de gen

Introducere Tn kitul de codare de bare 16S

Acest protocol descrie modul de realizare a barcodarii rapide a ampliconilor 16S cu ajutorul
kitului de SQK-RAB204. Datorita prezentei att a unor regiuni foarte conservate (adecvate pentru
primeri universali si analiza filogenetica), cat si a unor regiuni foarte variate (diferite de la o specie
la alta), gena 16S ARNTr este adesea utilizata pentru identificarea bacteriilor.

Kitul 16S Barcoding Kit permite secventierea rapidd a 16S pentru identificarea
organismelor. Prin restrangerea la o anumita regiune de interes, utilizatorul poate vedea toate
organismele din proba fara a secventia regiuni inutile (pentru identificarea bacteriana) ale
genomului, ceea ce face ca testul sa fie mai rapid si mai economic. Exista 12 coduri de bare unice,
ceea ce permite utilizatorului sa reuneasca pana la 12 probe diferite intr-un singur experiment de
secventiere.

Etapele fluxului de secventiere:
1. Extragerea ADN bacterian (+ verificare lungime, cantitate si puritate).

2. Verificarea de calitate efectuata in timpul derularii protocolului e esentiala pentru
succesul experimentului:
o Verificarea kitului de secventiere, a echipamentului si a reactivilor de la terti
o Descarcarea / instalarea software-ului pentru achizitia si analiza datelor
o Verificarea celulei de flux pentru a va asigura ca are suficienti pori pentru o buna
desfasurare a secventierii

3. Pregatirea librariilor cuprinde:
o Amplificarea gena 16S utilizand codurile de bare furnizate in kit.
o Curatarea/purificarea librariilor cu ajutorul unor bile magnetice
o Atasarea adaptorilor de secventiere rapida

4. Amorsarea (priming-ul) celulei de secventiere si incarcarea ei cu libraria de ADN
5. Secventierea propriu-zisa si analiza de date:

o Rularea secventierii utilizand software-ul MinKNOW, care va colecta datele brute
de la dispozitiv si le va converti in citiri de baza (“basecalled reads *)
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o Utilizarea software-ul EPI2ME si selectarea fluxul de lucru FASTQ 16S.
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Acest protocol trebuie utilizat numai in combinatie cu:

Kitul de barcodare 16S Barcoding Kit (SQK-RAB204).

Celule de secventiere FLO-MIN106 (nu se recomanda FLO-MIN107)
Fluxul de lucru FASTQ 16S in EPI2ME

Kitul de spalare a celulelor in flux (EXP-WSHO004)

Echipamente si consumabile

Materiale
e 10 ng ADN genomic cu greutate moleculara mare
e Kitul de barcodare 16S Barcoding Kit (SQK-RAB204).
e Kit de amorsare a celulelor de secventiere (EXP-FLP002)

Consumabile
e Tuburi Eppendorf DNA LoBind de 1,5 ml
Tuburi PCR cu pereti subtiri de 0,2 ml
Apa fara nucleaze (de exemplu, ThermoFisher, nr. De catalog AM9937)
Bile magnetice: Agencourt AMPure XP beads
Master Mixul: LongAmp Tag 2X Master Mix (de exemplu, NEB M0287)
Etanol 70% proaspat preparat in apd fara nucleaze
10 mM Tris-HCI pH 8,0 cu 50 mM NacCl

Echipament
e Cronometru

e Termociclu
e Pipeta si varfurile P1000
e Pipeta si varfurile P200
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e Pipeta si varfurile P100
e Pipeta si varfurile P20
e Pipeta si varfurile P10
e Pipeta si varfurile P2
Echipament optional
e Bioanalizor Agilent (sau echivalent)
e Fluorometru Qubit (sau echivalent pentru verificarea QC)
e Centrifuga Eppendorf 5424 (sau echivalent).

!!Pentru acest protocol, este nevoie de 10 ng de ADN genomic cu greutate moleculara mare.
Controlul calitatii si cantitatii ADN bacterian

Este important ca ADN folosit sa indeplineasca cerintele de cantitate si calitate. Folosirea
unei cantitati scazute/insuficiente (Sau prea mari) de ADN sau a unui ADN de calitate proasta (de
exemplu, ADN foarte fragmentat sau care contine ARN sau contaminanti chimici) poate afecta
pregatirea librariei si calitatea secventierii.

Continutul Kkitului de codare de bare 16S

elclolelolcle
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RAP: adaptori 16S 16S 05: Amorsa 16S cu cod de bare 05 (16S barcode primer 05)
SQT: Tether de secventiere (Sequencing tether) 16S 06: Amorsa 16S cu cod de bare 06 (16S barcode primer 06)
LB: Bile de incarcare (loading beads) 16S 07: Amorsa 16S cu cod de bare 07 (16S barcode primer 07)
SQB: Solutie Tampon de secventiere (Sequencing buffer) 16S 08: Amorsa 16S cu cod de bare 08 (16S barcode primer 08)

16S 01: Amorsa 16S cu cod de bare 01 (16S barcode primer 01) [16S 09: Amorsa 16S cu cod de bare 09 (16S barcode primer 09)

16S 02: Amorsa 16S cu cod de bare 02 (16S barcode primer 02) [16S 10: Amorsa 16S cu cod de bare 10 (16S barcode primer 10)

16S 03: Amorsa 16S cu cod de bare 03 (16S barcode primer 03) |16S 11: Amorsa 16S cu cod de bare 11 (16S barcode primer 11)

16S 04: Amorsa 16S cu cod de bare 04 (16S barcode primer 04) |16S 12: Amorsa 16S cu cod de bare 12 (16S barcode primer 12)

Continut Descriere Nr. de

tuburi
RAP (capac verde) Adaptori rapizi 1
SQT (capac violet) Contine adaptori cu proteina motor incarcata 1
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LB (capac roz) Bile de incarcare (loading beads) 1
SQB (capac rosu) Solutie Tampon de secventiere (Sequencing buffer) 1
16S 01-12 (capace albe) Amorsa 16S cu cod de bare (16S barcode primer) 10 uM 12

Tubul SQT NU va fi utilizat in acest protocol. Acesta este furnizat in kit pentru o potentiali compatibilitate viitoare a produsului.

Continutul Kitului de amorsare a celulelor de secventiere (EXP-FLP002)

ojolojojolol IOI0e

FLB: Solutie tampon de spalare
FLT: Solutie tether de spalare

Cerinte informatice si software

Cu exceptia cazului in care folositi un dispozitiv MinlT, secventierea pe un MinlON Mk1B
necesita un computer sau un laptop de inaltd performanta pentru a tine pasul cu rata de achizitie a
datelor.

Software pentru secventierea cu nanopore
e MIinKNOW

Software-ul MinKNOW controleaza dispozitivul de secventiere cu nanopori, colecteaza datele de
secventiere in timp real si le proceseaza in basecalls. Veti utiliza MinKNOW pentru fiecare
experiment de secventiere. MinKNOW poate, de asemenea, sa de-multiplexeze citirile in functie
de codul de bare si sd faca basecall/demultiplexare a datelor dupa finalizarea unui ciclu de
secventiere. Pentru instructiuni privind modul de functionare a software-ului MinKNOW,
consultati sectiunea relevanta din protocolul MinKNOW.

e EPI?ME (optional)
Platforma EPI2ME, bazata pe cloud, efectueazd analize suplimentare ale datelor de baza, de
exemplu alinierea la genomul Lambda, coduri de bare sau clasificarea taxonomica. Veti utiliza
platforma EPI2ME numai daca doriti o analizd suplimentard a datelor dumneavoastrd dupa

basecalling. Pentru instructiuni privind modul de creare a unui cont EPI2ME si de instalare a
platformei EPI2ZME, consultati Protocolul EPI2ZME.

* Guppy (optional)
Software-ul de linie de comanda Guppy poate fi utilizat pentru basecalling si demultiplexarea
citirilor in functie de codul de bare, in loc de MinKNOW. Il puteti utiliza daca doriti sa reanalizati
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date vechi sau sd integrati basecalling in conducta dvs. de analiza. Daca doriti sa utilizati software-
ul Guppy, va rugam sa consultati protocolul Guppy.

VERIFICAREA CELULEI DE SECVENTIERE

Este recomandat sa se verifice numarul de pori din celula de secventiere Thainte de a incepe
un nou experiment. Acest lucru ar trebui facut in termen de trei luni de la achizitionare pentru
celulele MinlON/GridION/PromethION sau in termen de patru sdptdmani de la achizitionare
pentru celulele Flongle.

I Oxford Nanopore Technologies va inlocui orice celuld de secventiere cu un numar de
pori mai mic decat cel din tabelul de mai jos, atunci cand rezultatul este raportat in termen de doua
zile de la efectuarea verificarii celulei de curgere si cand au fost respectate recomandarile de
depozitare. Pentru a efectua verificarea celulei de flux, instructiunile se regasesc in documentul
Flow Cell Check (Verificarea celulei de flux).

Numairul minim de pori activi

Celula de secventiere " .
’ acoperiti de garantie

Celula Flongle 50

Celula MinlON/GridION 800

Celula PromethlON 5000
PREGATIREA LIBRARIILOR

Materiale
e 10 ng de ADN genomic cu greutate moleculara mare
e 16S Barcodes (16S BC, 10 uM)
e Adaptor rapid (RAP)
e Apa fara nucleaze (de exemplu, ThermoFisher, nr. de cat. AM9937)
e Master Mix: LongAmp Taq 2X Master Mix (de exemplu, NEB M0287)

Consumabile
e Tuburi Eppendorf DNA LoBind de 1,5 ml
e Bile magnetice: Agencourt AMPure XP beads
e Etanol 70% proaspat preparat in apa fara nucleaze
e 10 mM Tris-HCI pH 8,0 cu 50 mM NaCl
e Tuburi PCR cu pereti subtiri de 0,2 ml

Echipamente
e Termociclu

e Mixer Hula (mixer cu rotatie usoara)
e Separator magnetic, potrivit pentru tuburi Eppendorf de 1,5 ml
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e Recipient cu gheata.

Etape in prepararea librariilor

1. Sedecongeleaza codurile de bare 16S la temperatura camerei, se amesteca (prin pipetare in
sus si in jos) si se centrifugheaza scurt. Pana cand vor fi folosite, codurile de bare vor fi pastrate
pe gheata.

2. Se pregateste solutia de ADN (de concentratie corespunzatoare) in apa fara nucleaze.
e Se transfera 10 ng de ADN genomic intr-un tub de ADN LoBind.
e Se ajusteaza volumul la 10 pl cu apa fara nucleaza
e Se amesteca bine (prin rasturnarea tubului), pentru a evita ruperea ADN
e Se centrifugheaza scurt.

3. Intr-un tub PCR cu pereti subtiri de 0,2 ml, se amestecd urmitoarele:

Reactiv Volum (uL)
Apa fara nucleaze 14
AND (10 ng) 10
16S Barcode de 10 uM 1
LongAmp Tag 2X Master Mix 25
TOTAL 50

Observatie! Daca calitatea de material de intrare este alterata, este posibil sa fie necesara ajustarea
numarul de cicluri PCR pentru a obtine acelasi randament.

4. Se amestecd usor (prin rasturnarea tubului) si se centrifugheaza.

5. Serealizeaza amplificarea folosind urmatoarele conditii:

Etapa ciclu Temperatura Timp Numar de cicluri
Denaturare initiala 95°C 1 min 1
Denaturare 95°C 20 sec 25
Hibridizare amorse primeri 55°C 30 sec 25
Extensie 65°C 2 min 25
Extensie finala 65°C 5 min 1
Asteptare 4°C 0

6. Se transfera proba intr-un tub Eppendorf DNA LoBind curat, de 1,5 ml.

7. Se resuspenda bilele magnetice, Agencourt AMPure XP beads, prin vortexare.
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8.  Se adauga 30 pl de bile magnetice Agencourt AMPure XP beads (resuspendate in prealabil)
in reactie si se amesteca prin pipetare.

9. Seincubeaza pe un mixer Hula (mixer rotativ) timp de 5 minute la temperatura camerei.
10. Se prepard 500 pl de etanol proaspat 70% etanol in apa fara nucleaze.

11. Se centrifugheaza usor proba pentru a aduce intreg continutul in partea inferioara a tubului si
Sse pune pe un suport magnetic. Se mentine tubul pe suportul respectiv si se aspira / pipeteaza
supernatantul, care va fi aruncat.

12. Se pastreaza tubul pe magnet si se spala bilele magnetice cu 200ul de etanol 70% proaspat
preparat, fard a tulbura sedimentul. Se va indeparta etanolul cu ajutorul unei pipete si se arunca.

13. Se repeta pasul anterior.

14. Se centrifugheaza scurt pentru a aduce continutul in partea inferioara a tubului si se pune
tubul Tnapoi pe magnet. Se indeparteaza cu pipeta orice etanol rezidual. Se lasa sa se usuce timp
de ~30 de secunde, fara insa a usca sedimentul pana la punctul de fisurare.

15. Se indeparteaza tubul de pe suportul magnetic si se resuspenda sedimentul in 10 pl de 10mM
Tris-HCI pH 8.0 cu 50mM NaCl. Se incubeaza timp de 2 minute la temperatura camerei.

16. Se pune tubul pe un suport magnetic pana cand se obtine un supernatant incolor.

17. Se indeparteaza si se pastreaza 10 pl eluat (supernatant) intr-un tub Eppendorf DNA LoBind
de 1,5 ml.
e Indepartati si pastrati eluatul care contine ADN fintr-un tub nou Eppendorf DNA LoBind
de 1,5 ml
e Bilele magnetic/sedimentul pot fi aruncate.
e Se cuantifica 1 pl de proba eluata cu ajutorul unui fluorometru Qubit.

18. Se pun in comun toate librariile barcodate in raportul dorit, cu un total de 50-100 fmoli in 10ul
de 10mM Tris-HCI pH8.0 cu 50mM NacCl. Pentru ampliconii 16S de ~1500 bp, 50-100 fmoli
echivaleaza cu ~50-100 ng.

19. Adaugati 1ul de RAP la libraria de ADN barcodata.

20. Se amesteca usor (prin rasturnarea tubului) si se centrifugheaza scurt pentru a aduce
continutul in partea inferioara a tubului.

21. Se incubeaza timp de 5 minute la temperatura camerei.

Libraria pregatita este utilizata pentru a fi Incarcata in celula de flux MinION.
Pastrati libraria pe gheatd pana cind este gata de incarcare!
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Amorsarea si incarcarea celulei de secventiere
~10 minute

Materiale
e Kitde amorsare a celulelor de secventiere (EXP-FLP002)
e Solutie tampon de secventiere — sequencing buffer- SQB
e Bile de incarcare — loading beads - LB

Consumabile
e Tuburi Eppendorf DNA LoBind de 1,5 ml
e Apa fara nucleaze (de exemplu, ThermoFisher, nr. De catalog AM9937)

Echipament
e MinlON Mk1B/C

Celula de secventiere SpotON
Pipeta si varfurile P1000
Pipeta si varfurile P200
Pipeta si varfurile P100
Pipeta si varfurile P20

Pipeta si varfurile P10

Pipeta s1 varfurile P2

Tubul SQT NU va fi utilizat in acest protocol. Acesta este furnizat in kit pentru o potentiali compatibilitate viitoare a produsului.

1. Se dezgheta tamponul de secventiere (SQB), bilele de incarcare (LB), Flush Tether (FLT)

si un tub de solutie tampon de spalare (FB) la temperatura camerei.

2. Se amesteca tuburile de Sequencing Buffer (SQB), Flush Tether (FLT) si Flush Buffer
(FB) prin vortexare si centrifugare la temperatura camerei.

3. Se deschide capacul MinlON Mk1B si glisati celula de curgere sub clema. Apasati ferm
pe celula de debit pentru a asigura un contact termic si electric corect.
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4. Se gliscaza capacul orificiului de amorsare Tn sensul acelor de ceasornic pentru a deschide
orificiul de amorsare.

Cum se amorseaza si se incarca celula de secventiere in portul SpotON
Libraria se incarca picaturd cu picatura fara introducerea ferma a varfului de pipeta in port. Aveti
grija sa evitati introducerea de aer in timpul pipetarii!

Observatie! Aveti grija cand trageti inapoi solutia tampon din celula de flux. Nu scoateti mai mult
de 20-30 pl si asigurati-va ca matricea de pori este imersata/acoperita in permanenta de tampon.
Introducerea de bule de aer Tn matrice poate deteriora ireversibil porii.

5. Dupa ce ati deschis portul de amorsare, verificati daca exista o mica bula de aer sub capac.
Trageti Tnapoi un volum mic pentru a elimina eventualele bule (cativa pl):

e Reglati o pipeta P1000 la 200 pl

e Introduceti varful in portul de amorsare
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8.

Rotiti pana cand cadranul indica 220-230 ul sau pana cand puteti vedea un mic volum de
tampon care intrd in varful pipetei

Verificati vizual daca exista un continuu de tampon intre portul de amorsare si matricea
de senzori.

Pentru a pregati amestecul de amorsare a celulei de flux, adaugati 30 pl de Flush Tether
(FLT) decongelat si amestecat direct in tubul de Flush Buffer (FB) decongelat, amestecat
si omogenizat prin vortexare la temperatura camerei.

Se incarca 800 pl din amestecul de amorsare in celula de secventiere prin portul de
amorsare, evitand introducerea bulelor de aer. Asteptati timp de 5 minute. In acest timp,

pregatiti libraria pentru Incdrcare, urmand pasii de mai jos.

Amestecati energic continutul tuburilor cu bile de incarcare (LB) prin vortexare.

Observatie! Tubul cu bile de incarcare (LB) este 0 suspensie care se depune foarte repede. Este
esential ca acestea sd fie amestecate imediat inainte de utilizare.

9.

10.

11.

12.

13.

Intr-un tub nou, pregatiti libraria pentru incarcare dupd cum urmeaza:

Reactiv Volum (uL)
Solutie tampon de secventiere (SQB) 34
Bile de incarcare (LB) - amestecate imediat

- . 25.5
inainte de folosire

Apa fara nucleaze 4.5
Libraria de ADN 11
TOTAL 75

Finalizati amorsarea celulei de flux:

Ridicati usor capacul portului SpotON pentru a face accesibil orificiul pentru incércat
proba SpotON.

Incarcati 200 pl din amestecul de amorsare in celula de flux prin portul de amorsare (nu
prin portul de proba SpotON!), evitand introducerea de bule de aer.

Amestecati cu grija libraria pregatitd prin pipetare in sus si in jos chiar Tnainte de incarcare.

Adaugati, picatura cu picaturd, 75ul de proba in celula de flux prin portul de proba SpotON.
Asigurati-va ca fiecare picatura curge in port inainte de a adduga urmatoarea.

Inchideti usor capacul portului de probe SpotON, asigurandu-va ci bontul intra in portul
SpotON, inchideti portul de amorsare si capacul MinlON Mk1B/C.

10
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Capacul orificiului
Activator SpotON  de probe SpotO

;’,S;'): tON

Achizitionarea datelor si citirilor de baze/baza (basecalling)

Cum sd incepeti secventierea

Controlul dispozitivului de secventiere, achizitia de date si basecalling in timp real sunt efectuate
de software-ul MinKNOW. Se presupune cd ati instalat deja MinKNOW pe computerul
dumneavoastra sau ca utilizati dispozitivul MinlT pentru achizitia de date si basecalling. Exista
trei optiuni pentru modul de realizare a secventierii:

1. Achizitionarea datelor si basecalling in timp real utilizand MinKNOW pe un computer.
Urmati instructiunile din protocolul MinKNOW incepand de la sectiunea "Starting a
sequencing run" pana la sfarsitul sectiunii "Completing a MinKNOW run".

2. Achizitionarea datelor si basecalling in timp real cu ajutorul dispozitivului MinlON MK1C.
Urmati instructiunile din protocolul MinlON Mk1C.

3. Achizitionarea datelor si basecalling in timp real cu ajutorul dispozitivului MinIT. Urmati
instructiunile din protocolul MinIT.

4. Achizitionarea de date utilizdnd MinKNOW pe un computer si basecalling la un moment
ulterior utilizdnd Guppy. Urmati instructiunile din protocolul MinKNOW incepand de la
sectiunea "Starting a sequencing run" pana la sfarsitul sectiunii "Completing a MinKNOW
run". Atunci cand setati parametrii experimentului, setati fila Basecalling (Apelare de baza)
la OFF (Dezactivat). Dupa finalizarea experimentului de secventiere, urmati instructiunile
din protocolul Guppy incepand de la sectiunea " Quick Start Guide for Guppy ".

Analiza ulterioara

11
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Analiza ulterioara basecalling. Existd mai multe optiuni pentru analiza ulterioara a datelor de
baza:

1. Platforma EPI2ZME

Platforma EPI2ME este un serviciu de analiza a datelor bazat pe cloud dezvoltat de Metrichor
Ltd., o filiala a Oxford Nanopore Technologies. Platforma EPI2ZME ofera o serie de fluxuri de
lucru pentru analiza, de exemplu pentru identificarea metagenomica, coduri de bare, aliniere si
apelarea/identificarea variantelor structurale. Analiza nu necesita echipamente suplimentare sau
putere de calcul suplimentara si ofera un raport cu rezultate usor de interpretat. Pentru instructiuni
privind modul in care se executd un flux de lucru de analizd in EPI2ME, va rugam sa urmati
instructiunile din protocolul EPI2ME, incepand cu etapa "Starting an EPI2ZME workflow"
(Pornirea unui flux de lucru EPI2ME).

2. Tutoriale de bioinformatica

Pentru o analizd mai aprofundata a datelor, Oxford Nanopore Technologies oferd o serie de
tutoriale de bioinformatica, care sunt disponibile in sectiunea Bioinformatics resource (Resurse de
bioinformaticd) din Comunitate. Tutorialele il ghideaza pe utilizator prin instalarea si rularea unor
platforme de analiza predefinite, care genereaza un raport cu rezultate. Tutorialele se adreseaza
biologilor care doresc sd analizeze datele fard ajutorul unui bioinformatician dedicat si care sunt
familiarizati cu folosirea liniilor de cod.

3. Instrumente de analiza a cercetarii

Divizia de cercetare a Oxford Nanopore Technologies a creat o serie de instrumente de analiza,
care sunt disponibile in reteaua Oxford Nanopore GitHub. Instrumentele sunt destinate
utilizatorilor avansati si contin instructiuni de instalare si de rulare a software-ului. Ele sunt
furnizate ca atare, cu un suport minim.

4. [Instrumente de analiza dezvoltate de comunitate

Daca o metoda de analiza a datelor pentru intrebarea dvs. de cercetare nu este furnizata de
niciuna dintre resursele de mai sus, va rugam sa consultati instrumentele de analizd a datelor
dezvoltate de comunitate. Numerosi membri ai Comunitatii Nanopore si-au dezvoltat propriile
instrumente si platforme de analiza a datelor de secventiere nanopore, majoritatea fiind disponibile
pe GitHub. Va rugdm sd aveti In vedere ca aceste instrumente nu sunt sustinute de Oxford
Nanopore Technologies si nu se garanteaza cd sunt compatibile cu cea mai recentd configuratie de
chimie/software.

Tncheierea experimentului
Aveti nevoie de Kitul de spalare a celulelor de secventiere (EXP-WSH004)

1. Dupa finalizarea experimentului de secventiere, daca doriti sa reutilizati celula de flux,
urmati instructiunile kitului de spalare si depozitati celula de flux spalata la 2-8°C, SAU

12
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(Protocolul kitului de spalare a celulei de flux este disponibil in comunitatea Nanopore)

2. Urmati procedura de returnare prin spalarea celulei de flux pentru a o trimite inapoi la

Oxford Nanopore.

. Probleme in timpul extractiei ADN/ARN si al pregatirii librariilor

Mai jos aveti o lista a celor mai des intalnite probleme, cu unele cauze si solutii sugerate.
Dacai ati incercat solutiile sugerate si problema persista, contactati Asistenta tehnicad prin e-mail
(support@nanoporetech.com) sau prin LiveChat Tn comunitatea Nanopore.

Calitatea scazuta a probelor

Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Puritate scazutd a ADN (citirea

Nanodrop pentru ADN valoarea
Aaeo280 este <1,8 51 Ageorazo este
<2,0-2,2)

Metoda de
extractie a ADN nu
asigura puritatea
necesara

Efectele contaminantilor sunt prezentate in
sectiunea "Contaminanti - know-how". Va rugam s
incercati o metoda alternativa de extractie care nu
duce la antrenarea contaminantilor.

Luati in considerare efectuarea unei etape
suplimentare de curdtare cu bile magnetice SPRI.

a

Integritate scazuta a ARN (numarul
de integritate a ARN <9,5 RIN, sau
banda de ARNr este prezentata ca o

paté pe gel).

ARN s-a degradat
in timpul extractiei

Incercati o altd metoda de extractic a ARN. Pentru
mai multe informatii despre RIN, va rugdm sa
consultati articolul RNA Integrity Number Know-
how.

ARN are o lungime a fragmentului
mai mica decat cea asteptata

ARN s-a degradat
in timpul extractiei

Incercati o altd metoda de extractic a ARN. Pentru
mai multe informatii despre RIN, va rugdm sa
consultati articolul RNA Integrity Number Know-
how.

Va recomandam sa lucrati intr-un mediu fara RNaze

si sa pastrati echipamentul de laborator fara RNaze
atunci cand lucrati cu ARN.

Recuperare scazuta a ADN dupa curatarea perlelor de AMPure
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Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Recuperare scazuta

Pierderi de ADN datorate
unui raport mai mic
decét cel preconizat intre
bilele magnetice
AMPure si
esantioane/probe

1. Bilele magnetice AMPure se depun rapid, asa ca asigurati-
va ca sunt bine resuspendate inainte de a le adauga la proba.
2. Atunci cand raportul dintre margele AMPure si proba este
mai mic de 0,4:1, fragmente de ADN de orice dimensiune se
vor pierde in timpul curatarii.

Recuperare scazuta

Fragmentele de ADN
sunt mai scurte decét
cele asteptate

Cu cat este mai mic raportul dintre bilele magnetice AMPure
si esantion, cu atat este mai strictd selectia impotriva
fragmentelor scurte. Va rugam sa determinati intotdeauna
lungimea ADN de intrare pe un gel de agaroza (sau alte
metode de electroforeza pe gel) si apoi sa calculati cantitatea
adecvata de bile magnetice AMPure care trebuie utilizata.

NEB TriDye

1 kb ladder SPRI 1.5x 1.0x 0.8x 0,5x 0.45x 0.4x 0,35x

100 — gy =
== i =
* R

—
3.0 — A - oo —
20 = - bd
15— —_—— - s -
1.0 — ——— .

05—

Recuperare scazuta
dupa pregatirea
end-prep

in etapa de spalare s-a
folosit etanol <70%.

ADN va fi eluat de pe bile atunci cind se utilizeaza etanol
<70%. Asigurati-va ca utilizati procentul corect.

Il.  Probleme in timpul ciclului de secventiere
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Mai jos aveti o lista a celor mai des intalnite probleme, cu unele cauze si solutii sugerate.
Dacai ati incercat solutiile sugerate si problema persista, contactati Asistenta tehnicad prin e-mail
(support@nanoporetech.com) sau prin LiveChat Tn comunitatea Nanopore.

Mai putini pori la inceput de secventiere decat dupa verificarea celulelor de

flux

Observatii

Posibile cauze

Sugestii

MinKNOW a raportat
un numar mai mic de
pori la Tnceputul
secventierii decat cel
raportat de Flow Cell
Check

O bula de aer a fost
introdusa in reteaua de
nanopori.

Dupa verificarea celulei de flux, este esential sa se elimine
orice bule de aer din apropierea orificiului de amorsare
inainte de amorsarea celulei de debit. Daca nu sunt
indepartate, bulele de aer se pot deplasa spre reteaua de
nanopori si pot deteriora ireversibil nanoporii care au fost
expusi la aer.

MinKNOW a raportat
un numér mai mic de
pori la inceputul
secventierii decat cel
raportat de Flow Cell
Check

Celula de flux nu este
introdusa corect in
dispozitiv

Opriti executia de secventiere, scoateti celula de flux din
dispozitivul de secventiere si introduceti-0 din nou,
verificand daca celula este bine asezata in dispozitiv si daca
a atins temperatura necesara. Daca este cazul, incercati o
pozitie diferita pe dispozitiv (Gridl[ON/PromethION).

MinKNOW a raportat
un numar mai mic de
pori la Tnceputul
secventierii decat cel
raportat de Flow Cell
Check

Contaminarile din
librarie au deteriorat sau
blocat porii

Numadrarea porilor in timpul verificarii celulelor de flux se
realizeaza cu ajutorul moleculelor de ADN QC prezente in
tamponul de stocare a celulelor de flux. La inceputul
secventierii, libraria Insasi este utilizatd pentru a estima
numarul de pori activi. Din acest motiv, se asteaptd o
variabilitate de aproximativ 10% a numarului de pori. Un
numar de pori semnificativ mai mic raportat la inceputul
secventierii se poate datora contaminantilor din librarie care
au deteriorat membranele sau au blocat porii. Este posibil
sd fie necesare metode alternative de extractie sau de
purificare a ADN/ARN pentru a imbunatati puritatea
materialului de intrare. Efectele contaminantilor sunt
prezentate in materialul Contaminants Know-how. Va
rugam sa incercati o metoda alternativa de extractie care sa
nu aiba ca rezultat antrenarea contaminantilor.

Scriptul MinKNOW a esuat

Observatii Posibile cauze Sugestii

MinKNOW indica Reporniti calculatorul si apoi reporniti MinKNOW. Daca

»Script failed” problema persista, va rugdm si colectati fisierele jurnal/log
files MinKNOW si sa contactati asistenta tehnica.

Gradul de ocupare a porilor < 40%

| Observatii

| Posibile cauze

| Sugestii
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Gradul de ocupare a
porilor <40%

Nu a fost incarcata
suficienta librarie pe
celula de flux

5-50 fmol de biblioteca de buna calitate pot fi incércate
ntr-o celula de flux MinION Mk1B/GridION. Va rugdm si
cuantificati libraria Tnainte de incarcare si sa calculati molii
utilizand instrumente precum Promega Biomath Calculator,
alegind "dsDNA: ug to pmol"

Gradul de ocupare a
porilor aproape de 0

A fost utilizat kitul
Ligation Sequencing Kit,
iar adaptorii de
secventiere nu s-au legat
la ADN.

Asigurati-va cd utilizati NEBNext Quick Ligation Module
(E6056) si Oxford Nanopore Technologies Ligation Buffer
(LNB, furnizat in kitul SQK-LSK109) la etapa de ligare a
adaptorului si ca utilizati cantitatea corectd din fiecare
reactiv. Se poate pregati o librarie de control Lambda
pentru a testa integritatea reactivilor de la terti.

Gradul de ocupare a
porilor aproape de 0

S-a utilizat kitul Ligation
Sequencing Kit, iar la
etapa de spilare, de dupa
legarea adaptorului, s-a
folosit etanol in loc de
LFB sau SFB.

Etanolul poate denatura proteina motor de pe adaptoari.
Asigurati-va cd s-a utilizat tamponul LFB sau SFB dupa
ligarea adaptorilor de secventiere.

Gradul de ocupare a
porilor aproape de 0

Nici o molecula
ancora/tether pe celula
de debit

Moleculele ancora/tether se adauga in timpul amorsarii
celulei de debit (tub FLT). Asigurati-va ca FLT a fost
adaugat la FB inainte de amorsare.

Lungime de citire mai mica decét cea asteptata

Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Lungime de citire
mai mica decat cea
asteptata

Fragmentarea nedorité a
probei de ADN

Lungimea citita reflecta lungimea fragmentului ADN proba.
ADN poate fi fragmentat in timpul extractiei si al pregatirii
librariei.

1. Va rugam sa consultati Extraction Methods (Metode de
extractie) din comunitatea Nanopore pentru cele mai bune
practici de extractie.

2. Vizualizati distributia lungimii fragmentelor ADN de
intrare pe un gel de agaroza nainte de a trece la pregatirea
librariei.

sample
1 sample

in imaginea de mai sus, proba 1 are o greutate moleculara mare, in timp ce
proba 2 a fost fragmentata.

3. In timpul pregatirii librariei, evitati pipetarea si vortexarea
atunci cand amestecati reactivii. Este suficient sa miscati sau
sa rasturnati tubul.

Proportie mare de pori de recuperare

| Observatii

| Posibile cauze

| Sugestii
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Proportie mare de pori

care se recupereaza
(reprezentati cu
albastru  inchis 1n
panoul de canale si in
graficul timpului de
functionare)

Contaminantii  sunt
prezenti in esantion

Unii contaminanti pot fi eliminati din pori prin functia de
deblocare incorporatd iIn MinKNOW. Dacd aceastd operatiune
reuseste, starea porilor se va schimba in "pori unici". Daca
portiunea de pori care se recupereaza (pori indisponibili in
vizualizarea extinsd) rimane mare sau creste:

1. Se poate efectua o spalare cu nucleaze sau

2. Executati mai multe cicluri de PCR pentru a incerca sa diluati
orice contaminanti care ar putea cauza probleme.

Duty Time

3
<]

Siate Time Equesalent (%)

o 3 ¥ 3 B B 8

sanos = onas oo

e aeiey
@B sconcns | @B Fee @ B Reconiog B e @B Urclanted

Graficul timpului de functionare de mai sus arata o proportie din
ce n ce mai mare de pori "care se recupereaza" pe parcursul unui
experiment de secventiere.

Proportie mare de

ori inactivi

Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Proportie mare de pori
inactivi (reprezentati in
albastru deschis in
panoul de canale si in
graficul timpului de
functionare. Porii sau
membranele sunt
deteriorate ireversibil)

Au fost introduse bule
de aer n celula de flux

Bulele de aer introduse prin amorsarea celulei de flux si
incarcarea librariei pot deteriora ireversibil porii. Urmariti
videoclipul Priming and loading your flow cell (Amorsarea
si incércarea celulei de flux) pentru cele mai bune practici

Proportie mare de pori
inactivi

purificati cu ADN

Anumiti compusi co-

Compusi cunoscuti, inclusiv polizaharidele, se asociaza de
obicei cu ADN genomic al plantelor.

1. Va rugam sa consultati metoda de extragere a ADN din
frunzele plantelor.

2. Curatati cu ajutorul kitului QIAGEN PowerClean Pro.
3. Efectuati o amplificare a intregului genom cu proba
originala de ADNg cu ajutorul kitului QIAGEN REPLI-g.

Proportie mare de pori
inactivi

Contaminantii sunt
prezenti In
esantion

Efectele contaminantilor sunt prezentate in sectiunea
"Cunoasterea contaminantilor". Va rugadm sa incercati o
metoda alternativa de extractie care sd nu aiba ca rezultat
antrenarea contaminantilor.

Reducerea vitezei de secventiere si a q-score mai tarziu in timpul secventierii
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Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Reducerea vitezei de
secventiere si a q-
score mai tarziu in
timpul secventierii

Consumul rapid de
reactivi se observa de
obicei atunci cand celula
este supraincércata cu
librarii (se recomanda
~5-50 fmol de librarii).

Adaugati o cantitate mai mare de reactivi Tn celula de flux
urménd instructiunile din protocolul MinKNOW. in
experimentele viitoare, Incarcati cantititi mai mici de
librarie n celula de flux.

Fluctuatia temperaturii

Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Fluctuatia temperaturii

Celula de flux a pierdut
conexiunea cu
dispozitivul

Verificati daca exista un tampon termic care acopera placa
metalica de pe spatele celulei de flux. Reintroduceti celula
si apdsati-o pentru a va asigura ca pinii conectorului sunt in
contact ferm cu dispozitivul. Daca problema persista,
contactati Serviciul tehnic.

Nu a reusit sa atingd temperatura tinti/necesara

secventierea pe celule
MinION Mk
1B/PromethION si

35°C pentru
secventierea pe
Flongle).

Observatii Posibile cauze Sugestii

MinKNOW  afigeaza | Instrumentul a  fost | MinKNOW are un interval de timp prestabilit pentru ca
Failed to reach target | amplasat ntr-o locatie | celula sa ajungd la temperatura necesara. Odata depasit
temperature care este mai rece decét | intervalul de timp, va aparea un mesaj de eroare si
"Nu a reusit sa atingd | temperatura normald a | experimentul de secventiere va continua. Cu toate acestea,
temperatura tinta" | camerei sau intr-o locatie | secventierea la o temperaturd incorecta poate duce la o
(37°C pentru | cu ventilatie slaba (ceea | scadere a randamentului si la scoruri q mai mici. Va rugdm
verificarea celulei, | ce duce la supraincilzirea | s ajustati locatia dispozitivului de secventiere pentru a va
34°C pentru | celulelor) asigura cd acesta este plasat la temperatura camerei cu o buna

ventilatie, apoi reporniti procesul in MinKNOW. Va rugam
sd consultati acest FAQ pentru mai multe informatii despre
controlul temperaturii MinlON Mk 1B.

Guppy - nicio intrare .fastS nu a fost

gasiti sau citita de bazi/basecalled

Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Nicio intrare .fast5 nu
a fost gasita sau
basecalled

input_path nu a punctat
la locatia fisierului .fast5

Ruta --input_path trebuie sa fie urmata de calea completd a
fisierelor .fast5 care urmeaza sa fie apelate, iar locatia
trebuie sd fie accesibila fie local, fie de la distanta prin
SSH.

Nicio intrare .fast5 nu
a fost gasita sau citita
de baza

Fisierele .fast5 se aflau
ntr-un subfisier la
locatia input_path

Pentru a permite lui Guppy sa se aiba acces in subfisiere,
adaugati steguletul --recursive la comanda.

Guppy - nu au fost generate dosare Pass sau Fail dupi basecalling

| Observatii

| Posibile cauze

| Sugestii
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Nu au fost generate
dosare Pass sau Fail
dupa basecalling

Indicatorul --
gscore_filtering nu a fost
inclus in comanda

Indicativul --gscore_filtering permite filtrarea citirilor in
dosarele Pass si Fail din cadrul dosarului de iesire, pe baza
scorului q. Atunci cand se efectueaza live basecalling in
MinKNOW, se utilizeaza un g-score de 7 (care corespunde
unei precizii de basecall de ~80%) pentru a separa citirile Tn
dosare Pass si Fail.

Guppy - procesare neobisnuit de lenta pe un computer cu GPU

Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Procesare neobisnuit
de lenta pe un
computer cu GPU

Indicativul --device nu a
fost inclus in comanda

Indicatorul --device specifica un dispozitiv GPU care
trebuie utilizat pentru accelerarea apelarii de
bazi/basecalling. Daci nu este inclus in comanda, nu se va
utiliza GPU. GPU sunt numarate de la zero. Un exemplu
este --device cuda:0 cuda:1, atunci cand se specifica
utilizarea a 2 GPU prin comanda Guppy.

MinIT - interfata MinKNOW nu este afisata in browserul web

Observatii Posibile cauze Sugestii

Utilizati intotdeauna Google Chrome ca browser pentru a
Interfata MinKNOW Problema de vizualiza MinKNOW. Alternativ, in loc sa tastati //mt-
nu este afisata in compatibilitate a XXXXXX (X este un numar) in bara de adrese, tastati adresa
browserul web browserului IP generica, 10.42.0.1, care identificd routerul Wi-Fi

MinIT.

Interfata MinKNOW
nu este afisata in
browserul web

Wi-Fi-ul MinIT nu a fost
utilizat pentru conectarea
la computer sau la
dispozitivul mobil

Asigurati-va ca computerul sau dispozitivul mobil
utilizeazd Wi-Fi MinlT. Acesta ar trebui sa fie afisat ca
MT-xxxxxx (x este un numar) pe eticheta inferioara de pe

MinIT:
Dezactivati conexiunea Ethernet de pe computer sau de pe
dispozitivul mobil, dupa cum este necesar. Daca este
necesar, contactati departamentul IT pentru a determina
daca Wi-Fi-ul MinlIT este blocat (IP generic MinIT:
10.42.0.1). Va rugam sa introduceti MinIT pe lista alba,
dupd cum este necesar

Interfata MinKNOW
nu este afisatd in
browserul web

MinIT nu se aflain
aceeasi retea la care era
conectat calculatorul.

Asigurati-va ca prizele de perete utilizate de cablurile
Ethernet de la MinIT si de la computer apartin aceleiasi
retele locale.

MinIT - software-ul MinlT nu poate fi actualizat

Observatii

Posibile cauze

Sugestii

Software-ul MinIT nu
poate fi actualizat

Firewall-ul blocheaza IP-
urile pentru actualizare

Va rugdm sa va consultati cu departamentul IT, deoarece
software-ul MinIT necesitd acces la urmatoarele intervale
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IP AWS. De asemenea, este necesar accesul la urmatoarele
adrese IP:

178.79.175.200

96.126.99.215

Software-ul MinIT nu
poate fi actualizat

Dispozitivul are deja cea
mai recenta versiune de
software

Ocazional, pagina de administrare a software-ului MinIT
afiseaza "actualizari disponibile" chiar si atunci cand
software-ul este deja actualizat. Va rugam sd comparati
versiunea afisata pe pagina de administrare cu cea de pe
pagina Descarcari software. Alternativ, intrati in MinIT prin
SSH Client (de exemplu, Bitvise sau Putty, asa cum este
descris Tn protocolul MinIT) pe un computer Windows sau
n fereastra terminalului pe un Mac, rulati comanda dpkg -
| grep minit, pentru a afla versiunea software-ului MinIT si
sudo apt update daca este necesara o actualizare. In cazul in
care problema persistd, va rugadm sa contactati Serviciul
tehnic cu detalii despre eroare.
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