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Skôr než začneme sekvenovať..

● odobratie vzorky od pacienta

Laboratórium:

● RNA -> cDNA
● amplifikácia pomocou tiled PCR
● pripojenie barkódových sekvencií
● pripojenie sekvenovacích adaptérov (sequencing adapters)
● sekvenovanie
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https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=23312



Tiled PCR
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Tiled PCR Barkódovanie
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Sekvenovanie

+

https://nanoporetech.com/products/minion

V. Boža et al.: Alternative base callers aid real-time analysis of 
SARS-CoV-2 sequencing runs

=

V. Boža et al.: Alternative base callers aid real-time analysis of 
SARS-CoV-2 sequencing runs
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Base calling

V. Boža et al.: Alternative base callers aid real-time analysis of 
SARS-CoV-2 sequencing runs 9

AAAGTAGATCTAAAGCTTACAATTT
GCGATCGTTGACTGATCGTAGCGC
TATGTACTGTTTAGTACGGATCGCG
AAACTGATGTAGCTTGAATGCTTTT
GCGACTTGCTCTTTAGTCAGGCGC
TATATGCTGTGTAGTGCTAGTAGCG



Debarkóding
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AAAGTAGATCTAAAGCTTACAATTT
GCGATCGTTGACTGATCGTAGCGC
TATGTACTGTTTAGTACGGATCGCG
AAACTGATGTAGCTTGAATGCTTTT
GCGACTTGCTCTTTAGTCAGGCGC
TATATGCTGTGTAGTGCTAGTAGCG

AAA  GTAGATCTAAAGCTTACAA  TTT
AAA  CTGATGTAGCTTGAATGCT  TTT

GCG  ATCGTTGACTGATCGTAG  CGC
GCG  ACTTGCTCTTTAGTCAGG  CGC

TAT  GTACTGTTTAGTACGGATC  GCG
TAT  ATGCTGTGTAGTGCTAGTA  GCG



Zarovnanie

V. Boža et al.: Alternative base callers aid real-time analysis of 
SARS-CoV-2 sequencing runs
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AAA  AGGTGCCACTACATGTGTT TTT
AAA  TTACCCCAAAATGCTGTTG  TTT



Detekcia mutácií

V. Boža et al.: Alternative base callers aid real-time analysis of 
SARS-CoV-2 sequencing runs

snp, same_as_ref, mutated
C241T,4,81
G376T,2,103
T514C,9,90
C913T,17,79
C3037T,8,34
C3267T,4,63
C5388A,6,158
C5944T,0,7
C5986T,1,6
.
.
.

zoznam mutácií:
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Detekcia variantov

snp, same_as_ref, 
mutated
C241T,4,81
G376T,2,103
T514C,9,90
C913T,17,79
C3037T,8,34
C3267T,4,63
.
.

zoznam mutácií:

(pre jeden konkrétny barkód)

variant Omicron (B.1.1.529.X)
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variant definovaný v konfiguračnom súbore:

Omicron 7 A2832G T5386G G8393A C10029T C10449A A11537G T13195C C15240T A18163G



Určovanie variantov v závislosti od množstva dát
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Zhrnutie

● laboratórium: tiled PCR, vzorky označené barkódmi, sekvenovanie

● bioinformatická analýza
○ base calling
○ debarkóding
○ zarovnanie 
○ detekcia mutácií
○ detekcia variantov
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.fast5

Veľa dát v krátkom čase

jeden nový .fast5 súbor každých ~ 5 sekúnd
rádovo 10tky Gb dát na jeden sekvenačný beh 

chceme výsledky v reálnom čase
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Riešenia?

Problém



Časté problémy existujúcich riešení

● potreba podpory GPU, inak pomalý base calling zdržiava ďalšie kroky analýzy

● problém so spracovaním veľkého množstva dát 
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Batch Batch Batch
Batch Batch

Batch

Batch Batch
Batch

Batch Base-calling Debarkódovanie
Zarovnanie

Variant calling

Summary

Pipeline

UI

JS, ajax, jinja..

.fast5
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Naše riešenie



Snakemake

● nástroj na výrobu reprodukovateľných a škálovateľných analýz
● pravidlá -> workflow
● DAG
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Ako veľkosť batch-u ovplyvní čas potrebný na spracovanie dát ?
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Testovanie na behu v reálnom čase
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https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global
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Zhrnutie

● riešili sme problém monitorovania sekvenovania SARS-CoV-2 vírusu

● navrhli a naprogramovali sme riešenie v ktorom sme sa sústredili na 
odstránenie bežných problémov podobných nástrojov

● úspešne sme otestovali naše riešenie pri monitorovaní sekvenovania vzoriek 
zo SAV
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Ďakujem za pozornosť
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…
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…
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RAMPART

https://github.com/artic-network/rampart 40



minoTour

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.09.13.459777v2 41
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k - num of files to be analysed
tr - average time* for the rule for a batch
x - batch size
 
*(calculated as the sum of all the measured wall clock times for the rule divided by the total number of 
batches)



Presnosť určenia variantu vírusu
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Testovanie na sekvenačnom behu na kvasinke Candida orthopsilosis 
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https://www.nature.com/articles/nprot.2017.066 48


