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In vederea atingerii obiectivelor asumate in proiect, au fost intreprinse urmitoarele activititi:

R1.A.1. Ghid de proceduri de secventiere metagenomica folosind platforma Nanopore si chimia Q20+

cu aplicatii pe amestecuri complexe.

1. Au fost folosite si optimizate mai multe metode de purificare a ADN bacterian din probe biologice

de origine umana si animala.

2. A fost implementat protocolul de lucru pentru secventierea metagenomica folosind kitul de
secventiere rapida V14-gDNA SQK-RAD114 de la Oxford Nanopore. Acest kit permite secventierea
integrala a genomului bacterian pornind de la cantitati de 100ng de ADN purificat. Prepararea
librariilor se face Tn 10 minute urméand un protocol in doua etape, folosind o transposaza pentru clivarea
aleatorie si etichetarea fragmentelor generate, de care, intr-o etapa ulterioara, sunt atasati adaptorii de
secventiere rapida. Fluxul analitic bioinformatic utilizat subsecvent este EPI2ZME WHIMP sau
MEGANES.

3. Acest protocol a fost optimizat si utilizat pentru celulele MinlON R10.4.1 (FLO-MIN114) care
contin o matrice de senzori integrati intr-un circuit integrat specific aplicatiei (ASIC) si nanoporii R10
cu cap dublu de citire utili pentru experimentele Tn care este necesara o precizie ridicata a consensului
(peste 99%).

4. A fost optimizata metoda de spalare a celulelor folosite (Flow Cell Wash Kit, EXP-WSHO004), ceea

ce a permis reutilizarea acestora (sub conditia existentei a cel putin 800 de pori functionali).
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5. Au fost folosite secventiatoarele Minion MK 1C si MK 1B. Tn vederea utilizarii MK 1B, am instalat
si functionalizat pe computerul desktop dedicat acestui tip de analiza suitele MinKNOW (folosita in
controlul propriu-zis a secventierii, basecall si demultiplexarea esantioanelor codificate cu coduri de
bare), EPI2ME (platforma cloud cu aplicatii in clasificarea taxonomicd) dar si EPI2ZME labs, cu

urmatoarele workflows:
- wf-basecalling - permite analiza primara a datelor sub forma fluxurilor de lucru Nextflow

- wf-alignement - permite procesul de cartografiere a secventelor pornind de la un genom de referinta
si generarea statisticii primare. De asemenea, poate fi folosit pentru analiza abundentei speciilor

prezente 1n esantion analizat.

- wf-metagenomics include software-urile KRAKEN?2 si MiniMap care permit clasificarea taxonomica

a secventelor metagenomice.
- wf-bacterial-genomes folosit pentru asamblarea si anotarea genomului bacterian.

Tn plus, am instalat suita analitica wf-transcriptomes care permite asamblarea transcriptilor rezultati
din citirile ADNCc sau direct a ARN. Acest flux de lucru ne va oferi, pe viitor, capacitatea de a analiza
expresia diferentiala a genelor Tn celule procariote si eucariote. Toate aceste suite bioinformatice au
fost instalate, respectiv operationalizate, iar ghidul de proceduri analitice folosind tehnologia Nanopore
pentru analiza amestecurilor complexe a fost pus la dispozitie accesdnd link-ul:

https://www.umft.ro/ro/metagentm-2-0 2023/

R1.A2. Ghid de proceduri bioinformatice de analiza a amestecurilor complexe folosind suitele
UNIFRAC si MEGANES.

Procedurile bioinformatice de analiza comparativa a amestecurilor bacteriene complexe folosind
aceste suite au fost grupate in doua documente incarcate pe https://www.umft.ro/ro/metagentm-2-
0_2023/.

R2.Al. Set de minim 24 de probe biologice complexe analizate prin secventiere metagenomicd

folosind chimia Q20+.

Au fost analizate mai multe tipuri de probe biologice (fecale, sputa, izolate bacteriene) de origine

umana si animala (suine).
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Au fost folosite mai multe kituri de extractie pentru optimizarea (cantitativa si calitativa) a purificarii
ADN bacterian si diminuarea cantitatii de ADN eucariot (uman sau animal) in amestecul final supus

secventierii.

1. Pentru probele de fecale (recoltate in recipiente dedicate DNA/RNA Shield-Fecal Collection) am
folosit kitul de secventiere rapida V14-gDNA SQK-RAD114 optimizat pentru chimia Q20+, in
conjunctie cu kitul de Native Barcoding Kit 24 V14 care permite etichetarea in vederea analizei in
paralel a 24 de amestecuri bacteriene complexe. Au fost folosite probe de fecale de origine umana si
animala (suina, canina). Rezultatele acestor experimente de secventiere au fost analizate folosind
suitele Epi2Me WHIMP, EPIZME ARMA si Megane6; au fost identificate speciile bacteriene
componente ale microbiomului fiecarei probe Tn parte (date cantitative si calitative la nivel de specie)
precum si genele de rezistenta la antibioterapie. Datele in format primar demultiplexat si analiza finala
taxonomica si ARG sunt stocate la sediul Catedrei de Biochimie-UMFVBT.

2. Pentru probele de izolat bacterian Vibrio alginolyticus, am folosit o metoda de purificare ce
presupune utilizarea ZR BashingBead Lysis Tubes si ZymoBIOMICS DNA Miniprep. Secventierea
propriu-zisa a fost efectuata folosind kitul de secventiere rapida V14-gDNA SQK-RAD114 optimizat
pentru chimia Q20+. Rezultatele experimentelor de secventiere au fost prelucrate folosind suita
EPI2ZMELABS wf-metagenomics WHIMP pentru identificarea eventualilor contaminanti si EPIZME
LABS wf-bacterial-genomes pentru reconstructia genomului bacterian. Toate datele de secventiere

primara si de analiza metagenomica sunt stocate la sediul Catedrei de Biochimie.

3. Au fost testate mai multe metode de purificare ADN a probelor de sputa Tn vederea analizei
metagenomice, urmarind imbogatirea fizicd in ADN bacterian, fie imbogatirea rezultatelor de
secventiere Tn Citiri metagenomice. Secventierea propriu-zisa a fost efectuata folosind kitul de
secventiere rapida V14-gDNA SQK-RAD114 optimizat pentru chimia Q20+.

Rezultatele acestor experimente au fost analizate folosind suitele Epi2Me WHIMP, EPIZME ARMA,
UNIFRAC si Megane6; au fost identificate speciile bacteriene componente ale microbiomului fiecarei
probe in parte (date cantitative si calitative la nivel de specie), precum si genele de rezistenta la
antibioterapie. Datele in format primar demultiplexat si analiza finala taxonomica si ARG sunt stocate

pe calculatoare de la sediul Catedrei de Biochimie.
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