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ANALISIS SECUNDARIO DE DRAGEN

Introduccion

Para avanzar en la investigacion y la medicina de
precision, es fundamental liberar el potencial del genoma
mediante la secuenciacion de nueva generacion (NGS,
next-generation sequencing). Con el fin de obtener

el maximo de conocimientos genéticos a través de

la NGS, los investigadores precisan herramientas de
analisis de datos que permitan una traduccion precisa
y eficiente de los datos sin procesar de secuenciacion
en resultados reveladores. Ademas, para aprovechar
los beneficios de la NGS, las organizaciones necesitan
soluciones faciles de usar, que se adapten a distintos
usuarios, y con el menor nimero posible de barreras,
tanto técnicas como econdémicas, para su adopcion.

El andlisis secundario de DRAGEN (Dynamic Read
Analysis for GENomics) de lllumina se desarroll6 para
abordar importantes retos en el analisis de datos de
NGS en una amplia gama de metodologias, incluida la
secuenciacion del genoma completo, la secuenciacion
del exoma, el analisis del transcriptoma, los ensayos

del metiloma y mas. El software de analisis secundario
DRAGEN es un paquete de aplicaciones que procesa
datos de NGS y permite el analisis terciario para obtener
informacion. Las herramientas disponibles conforman
una solucion muy precisa, exhaustiva y eficiente que
facilita a los laboratorios de cualquier tamafio y disciplina
sacar mas provecho de sus datos gendmicos.

Resultados precisos

El andlisis secundario DRAGEN genera resultados
excepcionalmente precisos. En el Precision FDA Truth
Challenge V2 (PrecisionFDA V2) de 2020, el andlisis
secundario de DRAGEN v3.7 obtuvo la mayor precision
en todas las regiones de referencia y regiones dificiles
de asignar con los datos de secuenciacién de lllumina.?
Las versiones posteriores siguen estableciendo nuevos
estdndares de precisién, con avances en dreas como

el aprendizaje automatico (ML, machine learning) y la
tecnologia multigenémica de DRAGEN." La Ultima version
del andlisis secundario de DRAGEN v4.3 proporciona
una precision sin precedentes en la llamada de variantes
pequefias con una puntuacion F1 del 99,89 % (una medida
combinada de precisién y retirada) en todas las regiones
de control (figura 1). Esto es posible gracias a la asignacion
multigendmica DRAGEN de tercera generacion, basada
en 128 muestras con 256 haplotipos a partir de datos

de control del pangenoma creados internamente,

lo que captura una mayor diversidad genética.

* El término «control (grafico) multigenémico» se utilizd
anteriormente para referirse tanto al método de asignacion
como a la recogida de muestras de control. Para describir
mejor las actualizaciones de la versién del andlisis secundario
de DRAGEN, ahora se utilizan términos independientes.
«Asignacion multigenémica» hace referencia al método
de asignacion y «control del pangenoma» hace referencia
a la obtencién de muestras de control.
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Figura 1: Precision del andlisis secundario DRAGEN:

la puntuacion F1 (%) en el eje de ordenadas es un calculo

de resultados positivos verdaderos y negativos verdaderos,
representado como una proporcion de los resultados totales.®*

También contribuye a mejorar la precision el llamador de
mosaico integrado que se puede habilitar para detectar
variantes de mosaico con frecuencias de alelos tan bajas
como el 3 %.

Analisis exhaustivo

Con una completa cobertura del genoma y un amplio
juego de aplicaciones compatibles, el andlisis secundario
DRAGEN satisface las diversas necesidades de los
laboratorios que realizan analisis NGS. Los procesos de
DRAGEN admiten varios tipos de experimentos, entre los
que se incluyen la secuenciacion del genoma completo
(WGS, whole-genome sequencing), la secuenciacion

del exoma completo, paneles de enriquecimiento,
RNA-Seq de células individuales, ATAC-Seq de células
individuales, RNA-Seq masiva y analisis de metilacion
(tabla 1). Se necesitarian mas de 30 herramientas de
codigo abierto para reproducir parcialmente la amplitud
de funciones del software DRAGEN. 34

Para el analisis germinal, el analisis secundario de
DRAGEN incluye un paquete de llamadores de variantes
como ExpansionHunter y llamadores selectivos como
SMN, GBA, CYP2B6, CYP2D6 yHLA. DRAGEN v4.3
también presenta la deteccidn conjunta multirregional
(MRJD, multiregion joint detection), un nuevo llamador
especializado que permite la cobertura de genes
dificiles en regiones de duplicacién segmentaria,

como PMS2, SMNT1, SMN2, STRC, NEB, TTN y IKBKG.
Estas herramientas permiten el analisis de una

amplia gama de variaciones genéticas, incluidas
variaciones de nucledtido unico, inserciones y
deleciones (indels), expansiones repetidas y variaciones
estructurales en regiones gendémicas ampliadas.
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Tabla 1: El analisis secundario DRAGEN es compatible con multitud de aplicaciones de analisis secundario?

Servidor en las

instalaciones Plataformas en la nube de lllumina

Sistemas de secuenciacion de lllumina integrados

Aplicacion NextSeq 1000 Syst [lTumi
) extSeq ystem ) ) umina
nglédEo'\r‘ NovaSeq X Series y NextSeq 2000 M'ggﬂe'loo SquaLf:r?g:CHib Connected
System Analytics
BCL convert v v v v v Solo personalizado
(Conversion de BCL) P
DRAGEN Ora i
. v v v v Solo personalizado
Compression
DRAGEN FASTQ + v v v b i v
MultiQC
Germinal + Germinal + Germinal + Germinal + Germinal +
Genoma completo - - - - -
somatico somatico somatico somatico somatico
Enriquecimiento Germinal + Germinal + Germinal + Germinal + Germinal +
(incluido el exoma) somatico somatico somatico somatico somatico
DRAGEN Amplicon v Solo ADN v v
ARN v v v v v
ARN de células Unicas v v v v
NanoString GeoMx NGS v v
Metilacion v v v v
Metagendmica ve v
COVID, IMAP, IMAP-FLU v
Gama de soluciones v d v
TruSight Oncology 500 v
SCATAC-Seq v v v
Atribucién v v v
PGx Star Allele Caller v v v v v
Illumina Complete v v
Long Reads
RPIP, RVEK, UPIP, VSP v v Beta
Genoma completo
v v

pequefio

. Laversion principal del software DRAGEN varia de una plataforma a otra; para mas informacién, consulte a un representante local.
. Compatible con la aplicacion Library QC.

a
b
c. Aplicaciones de metagendmica habilitadas por clasificador K-mer, méds herramientas disponibles préximamente.
d

. Serequiere una suscripcion a lllumina Connected Analytics.
IMAP, lllumina Microbial Amplicon Prep; RPIP, Respiratory Pathogen ID/AMR Panel; RVEK, Respiratory Virus Enrichment Kit; UPIP, Urinary Pathogen ID/AMR Panel; VSP, Viral Surveillance Panel.
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Ademas, la asignacion multigenémica de DRAGEN

con control del pangenoma mejora la calidad de la
asignacién, lo que conduce a una mayor precision

en la llamada de variantes y a la resolucion de areas

del genoma que son dificiles de evaluar debido a las
complejidades de la secuencia. Esto mejora la cobertura
de genes con potencial médicamente relevante y
permite la llamada de variantes de nucledtido Unico,

de indel pequefio, de variacion de ndmero de copias

y estructurales en regiones dificiles de asignar.

Analisis eficiente

El software DRAGEN proporciona a los laboratorios

la velocidad de analisis de datos que necesitan para
optimizar la eficiencia del procesamiento de sus
conjuntos de datos de NGS. El andlisis secundario

de DRAGEN estéa optimizado con aceleracion por
hardware y utiliza una arquitectura de array de puertas
programables por campo (FPGA, field-programmable
gate array) para lograr tiempos de procesamiento
rapidos. La eficiencia de los algoritmos de analisis de
DRAGEN dio lugar a dos récords mundiales de velocidad
para el andlisis de datos gendémicos.>® En aplicaciones
practicas, el analisis secundario de DRAGEN en las
instalaciones puede procesar datos de NGS para un
genoma completo equivalente con una cobertura de
40x% en aproximadamente 35 minutos con todos los
llamadores’ frente a las méas de 8 horas que tardan

los métodos de cddigo abierto mas utilizados en llamar
a un numero limitado de tipos de variantes.’

T Fundamentado en datos internos de Illumina sobre la
base de los estandares HGO01-HGOO7 en el servidor
DRAGEN v4, sin nuevos llamadores especializados
como MRJD y repeticiones en tdndem de nuimero
variable disponibles en DRAGEN v4.3.

%

BAM/CRAM

Para facilitar el almacenamiento, la gestiény el
intercambio de archivos de datos de NGS grandes,

la tecnologia DRAGEN Original Read Archive (ORA)
proporciona una compresion sin pérdidas de hasta

5 veces de los archivos FASTQ en el formato fastg.gz
tradicional. La compresién sin pérdidas de DRAGEN
ORA mantiene los detalles de los archivos FASTQ

y es considerablemente mas rapida; se requieren
aproximadamente 8 minutos para comprimir archivos
FASTQ de 50 a 70 GB, lo que cubre una amplia gama
de especies de estudio habitual. El analisis secundario
DRAGEN cuenta con un juego versatil de procesos que
también pueden aceptar archivos de datos de entrada
y generar archivos de rendimiento en diferentes etapas
de los procesos (figura 2).

FPGA y optimizacion con aceleracion
por hardware

La FPGA de gran capacidad de configuracion permite
instalaciones ultraeficientes optimizadas con aceleracién
por hardware de algoritmos de analisis genémico, como
la conversion de archivos de llamada de bases (BCL,
base call), asignaciones, alineaciones, clasificaciones,
marcado de duplicados y llamada de variantes de
haplotipo. La naturaleza flexible de las FPGA permite a
lllumina desarrollar un amplio paquete de procesos de
DRAGEN para diversas aplicaciones, con actualizaciones
y adiciones frecuentes para ofrecer la mayor precision,
exhaustividad y eficiencia posibles.

5

BAM/CRAM
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Generacién de FASTQ
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Marcado de VCF/gVCF

de posiciones duplicados

a
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Figura 2: Flexibilidad de los procesos de andlisis secundario DRAGEN: cada proceso de DRAGEN contiene un juego especifico de
etapas para respaldar un analisis preciso y eficiente. El proceso del ejemplo germinal de genoma completo de DRAGEN proporciona
flexibilidad para aceptar diversos archivos de entrada y producir una amplia variedad de tipos de salida, lo que permite a los
usuarios personalizar su experiencia y generar el formato de archivo deseado.

a. Laconversion de BCL también esta disponible como herramienta independiente.
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Referencias personalizadas

El andlisis secundario DRAGEN permite a los usuarios
generar una referencia humana, no humana o no
estandar personalizada. Las referencias creadas se
pueden utilizar como entrada en todas las aplicaciones
de DRAGEN compatibles con los archivos de referencia
personalizados. La mayoria de procesos de DRAGEN
incluyen compatibilidad incorporada para hg19, hg38
(con o sin HLA), GRCh37, CHM13v2 y hs37d5. El software
DRAGEN permite a los usuarios ampliar las capacidades
de asignacion multigendmica estandar de graficos tanto
para poblaciones diversas como especificas.

Flexibilidad

El andlisis secundario DRAGEN permite flexibilizar las
operaciones del laboratorio segun las necesidades,

al tiempo que mantienen bajos los costes y los tiempos
de procesamiento. El software DRAGEN puede facilitar
la expansion de las funciones de investigacion de varias
formas:

1. Mantenerse al dia con los sistemas NovaSeq™ X
Series: DRAGEN integrado puede realizar multiples
aplicaciones simultdneas (cuatro aplicaciones
simultédneas con un maximo de una conversion de
BCL y tres procesos mas de su eleccion) por celda
de flujo en un experimento Unico.

2. Transmision por rafagas: durante los tiempos
de aumento de las cargas de trabajo con altos
volimenes de muestras, los laboratorios pueden
aprovechar la capacidad adicional en la nube
con el analisis secundario DRAGEN en lllumina
Connected Analytics o en las aplicaciones DRAGEN
en BaseSpace Sequence Hub (figura 3).

ol

=]
0

DRAGEN integrado

(NovaSeq X Series,

NextSeq 1000/2000
Series, MiSeq 1100 Series

Capacidad de configuracién

Sequence Hub

Frecuencia de actualizaciones

Amplitud del menu

DRAGEN en BaseSpace

3. Ampliacion de las operaciones: se puede utilizar
una Unica instancia de DRAGEN para ejecutar todos
los procesos de DRAGEN vy los tipos de muestras
compatibles. La exhaustividad y la eficiencia del
software DRAGEN permiten a los usuarios ampliar
las operaciones, sin comprometer los tiempos de
procesamiento ni la calidad de los resultados.

4. Transicion a genomas: los procesos preconstruidos
de DRAGEN permiten una transicién sencilla de
paneles selectivos a exomas y a genomas.

5. Iniciativas de gendmica para grandes poblaciones:
el andlisis secundario DRAGEN ofrece un flujo de
trabajo simplificado para analisis de cohortes a
gran escala, con multiples procesos que se utilizan
conjuntamente para la llamada de variantes genéticas
con una alta precision. DRAGEN gVCF Genotyper
permite la agregacion de miles a millones de archivos
de formato de llamada de variantes gendémicas (gVCF,
genomic variant call format) e incorpora nuevos lotes
sin volver a procesar los existentes. La compresion
ORA ahorra costes de almacenamiento.

6. Aplicaciones de secuenciacion profunda: el analisis
secundario de DRAGEN admite el andlisis de datos de
secuenciacién de alta profundidad con alta eficiencia
para una cobertura media de mds de 300x para
genomas y 1000x para exomas. Las capacidades
de secuenciacién profunda resultan valiosas para
aplicaciones tales como la investigacién oncoldgica
y los estudios de enfermedades genéticas raras.

® & =

Multicloud
con licencia propia
(AWS, Azure, GCP)®

)
I D . -

Servidor DRAGEN
en las instalaciones

DRAGEN en lllumina
Connected Analytics

Figura 3: Opciones de acceso a los procesos de DRAGEN con funciones disefiadas para adaptarse a las necesidades de analisis

de NGS de cada laboratorio.

a. Pongase en contacto con su representante de lllumina para obtener informacion sobre el acceso a Amazon Web Service (AWS), Azure o Google Cloud Platform

(GCP, acceso temprano).
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Accesibilidad a través
de diversas plataformas

El paquete de procesos de DRAGEN es accesible a
través de soluciones en las instalaciones, integradas
en el instrumento o basadas en la nube, para que cada
laboratorio elija la solucién que mejor se adapte a sus

necesidades (figura 3).

Servidor DRAGEN en las instalaciones

El servidor DRAGEN en las instalaciones depende de
una solucion de almacenamiento local para recopilar

y almacenar datos de NGS. Las especificaciones

del servidor DRAGEN v4 se enumeran en la tabla 2.
Una vez que los datos de secuenciacion sin procesar
se hayan transferido del instrumento de secuenciacién
al almacenamiento local mediante una conexién de red
local, al servidor DRAGEN tiene acceso a ellos para
ejecutar el flujo de trabajo seleccionado. Después del
analisis, el software guarda los archivos de rendimiento
generados en la ubicacién de almacenamiento local.

El servidor DRAGEN en las instalaciones:

« Admite la configuracion flexible de las funciones de
DRAGEN mediante una interfaz de linea de comandos

« Sustituye hasta 30 instancias computacionales

tradicionales

» Procesa datos de NGS para un genoma
humano completo a una cobertura de 40% en
aproximadamente 35 minutos

« Compatible con lllumina Connected Insights-Local,
que proporciona interpretacion y generacion de
informes de variantes para la investigacién clinica

oncoldgica

Tabla 2: Especificaciones del servidor DRAGEN v4

Componente

Especificaciones

CPU

Doble Intel Xeon Gold 6226R
2,9 GHx, 16C / 32T

Memoria del sistema

DDR4 de 512 GB

Unidad temporal

2 x NVMe de 7,68 TB

Unidad del sistema operativo

2 x SSD de 480 GB (RAID 1)

Aceleracion por hardware

1x tarjeta FPGA

Factor de forma

2U

Dimensiones

Alt. 8,8 cm (3,5 in),
Anch. 43,8 cm (17,2 in),
Prof. 76,4 cm (29,9 in)

Sistema de alimentacion

Fuente de alimentacion
redundante doble
intercambiable en caliente
de 1968 W
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DRAGEN integrado en el instrumento
en NovaSeq X Series

NovaSeq X Series incluye un analisis secundario
DRAGEN integrado, que ofrece un analisis preciso,
automatizado y optimizado, disefiado para admitir

el extraordinario volumen de datos generados por
NovaSeq X Series. El paquete de software DRAGEN
integrado en el instrumento proporciona analisis
secundario y compresion de ORA con aplicaciones de
NGS (tabla 1) que abarcan la conversion de BCL, la linea
germinal, somatico, enriquecimiento, ARN y metilacion.
DRAGEN integrado en el instrumento:

« Ejecuta varios procesos de analisis secundario en
paralelo

» Realiza hasta cuatro aplicaciones simultaneas por
celda de flujo en un experimento Unico

« Permite ahorrar hasta 5x en compresion de datos
sin pérdidas y en costes de almacenamiento

« Proporciona una reduccion del coste de los analisis
que, en cinco anos, puede superar el precio de
compra de NovaSeq X Series

DRAGEN integrado en el instrumento en
NextSeq 1000 System y NextSeq 2000
System

NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System incluyen
el software DRAGEN integrado en el instrumento para
un analisis secundario rapido y preciso. Se accede al
software mediante una interfaz grafica facil de usar

que permite a usuarios expertos y no expertos realizar
los analisis necesarios y producir resultados con suma
rapidez. El software DRAGEN integrado en el instrumento
ofrece un juego selecto de procesos para cubrir una
gama de aplicaciones de NGS comunes (tabla 1) e
incluye un galardonado aprendizaje automatico y
analisis de asignacion multigenémica para la llamada

de variantes de alta calidad. DRAGEN integrado en

el instrumento:

« Ofrece la mayor precisiéon de cualquier sistema
de secuenciacion de sobremesa con el analisis
secundario DRAGEN integrado en el instrumento

« Proporciona acceso a determinados procesos
informaticos de DRAGEN

« Permite a los usuarios generar resultados en tan solo
dos horas

« Utiliza algoritmos de procesos intuitivos para reducir
la dependencia de expertos informaticos externos

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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DRAGEN integrado en MiSeq i100 Series

MiSeq i100 Series proporciona un analisis intuitivo y
ultrarrapido, incluida la conversion de BCL de DRAGEN,
DRAGEN Library QC, la WGS de genomas pequefos de
DRAGEN y DRAGEN Microbial Enrichment Plus.

« Resultados rapidos con un analisis secundario
completo generado en dos horas o menos*

« Flujo de trabajo altamente eficaz con un Unico punto
de contacto del usuario con archivos VCF o informes,
y sin transferencia de archivos intermedios

« Excepcionalmente facil, con una interfaz intuitiva para
usuarios no expertos

BaseSpace Sequence Hub

El paguete DRAGEN basado en la nube disponible

en BaseSpace Sequence Hub combina el andlisis
preciso y eficiente con un ecosistema seguro y una
gran flexibilidad. El software DRAGEN en BaseSpace
Sequence Hub permite realizar andlisis secundarios
con solo pulsar un botdén en laboratorios de cualquier
tamafo y disciplina. BaseSpace Sequence Hub es

una extension directa de sus instrumentos de lllumina.
Los datos cifrados se transfieren del instrumento a
BaseSpace Sequence Hub, para que pueda gestionar y
analizar facilmente sus datos con un juego seleccionado
de aplicaciones. BaseSpace Sequence Hub, respaldado
por Amazon Web Services (AWS):

« Ofrece una solucion facil de usar con solo pulsar un
botdn para analisis DRAGEN.

« Utiliza una interfaz de usuario grafica intuitiva para
un funcionamiento eficiente por parte de usuarios
expertos e inexpertos.

« Proporciona acceso a potentes recursos informaticos
sin necesidad de invertir en infraestructuras
adicionales.

lllumina Connected Analytics

lllumina Connected Analytics es una exhaustiva
plataforma bioinformatica basada en la nube que permite
a los investigadores gestionar, analizar e interpretar
grandes volumenes de datos multidmicos en un entorno
seguro, flexible y adaptable. Acceda al paquete de
analisis secundario DRAGEN en lllumina Connected
Analytics, disponible como procesos preempaquetados
o herramientas individuales para incorporarlos a
procesos personalizados.

T Cuando se ejecuta de acuerdo con las recomendaciones
de muestreo.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Resumen

El andlisis secundario DRAGEN es un potente paquete
de herramientas de software que proporciona un analisis
preciso, exhaustivo y eficiente de los datos de NGS. Las
multiples opciones de instalacion del software DRAGEN
permiten a los laboratorios seleccionar la solucién que
mejor se adapte al tipo y a la escala de sus proyectos.
Ademas, los usuarios pueden combinar varias opciones
de instalacion para adaptarse mejor a sus necesidades
de rendimiento y flujo de trabajo. A tenor de la continua
evolucion de la tecnologia de NGS, las actualizaciones
puntuales del analisis secundario DRAGEN garantizan
el mejor rendimiento posible de los procesos actuales,
sin cesar en la incorporacion de nuevos procesos a
medida que se disponen de nuevas aplicaciones.

Informacion adicional

Andlisis secundario DRAGEN
Pagina de asistencia del analisis secundario DRAGEN

Péngase en contacto con nosotros
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