HHumina

NOTA DE APLICACION

Control de calidad de librerias

con MiSeq™ i100 Series

Evalle la calidad de las librerias y optimice la
agrupacion de librerias antes de la secuenciacion
en sistemas de alta productividad
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Optimice el control de
calidad de las librerias
con resultados en el
mismo dia gracias a una
secuenciacion rapida y
flexible.
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Simplifique el reequilibrado
de librerias guiado por
calculos integrados
automatizados.
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Aumente la confianza en
los resultados generados
en sistemas de alta
productividad con una
alta correlacion de la
representacion de indices.




MiSeq i100 Series

Introducciodn

Para aumentar al maximo la eficiencia de la
secuenciacién de alta productividad, es importante
conocer la calidad de la libreria inicial. Una libreria de
mala calidad puede socavar el éxito de los proyectos
de secuenciacién a gran escala y a costosas y lentas
repeticiones de experimentos. Los métodos histéricos
para llevar a cabo el control de calidad (CC) de

las librerias, como la cuantificacion/calificacion de
librerias mediante fluorometria o gPCR, no son ensayos
funcionales y no evallan si se ha preparado la libreria
de interés con los indices correctos. MiSeq i100 Series
hace posible un ensayo rapido y funcional de la calidad
de la libreria antes de dar comienzo a un experimento a
escala completa en NovaSeq™ 6000 System o NovaSeq
X Series, lo que ahorra tiempo y dinero a la vez que
permite obtener mejores resultados.

Gracias a un flujo de trabajo sencillo y optimizado,
MiSeq i100 Series genera rdpidamente criterios de
medicion de calidad detallados. Estos criterios de
medicién se pueden utilizar para detectar pérdidas

de muestras, derivadas de la preparacién fallida de
librerfas o de la asignacién incorrecta de indices
durante la planificacion del experimento, y proporcionar
cdlculos automatizados para el reequilibrado de
agrupaciones para garantizar una representacion
equilibrada de los indices en todas las muestras.

Preparacion Librerias de CC

de librerias

Preparacion, Secuenciacion en
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de librerias uso de la aplicacion
DRAGEN Library QC

Célculos automatizados
de reequilibrado de
agrupaciones

Figura 1: Flujo de trabajo de CC de librerias

Esta nota de aplicacién demuestra un flujo de trabajo
de CC de librerfas rapido, sencillo y rentable en MiSeq
i100 Series y que ofrece una excelente representacion
de librerias antes de la secuenciacion en NovaSeq X
Series 0 NovaSeq 6000 System (figura 1).

Reequilibrio de librerias con
MiSeq i100 Series

MiSeq i100 Series se puede utilizar como herramienta
de CC de librerfas para detectar la pérdida de librerias
y reequilibrarlas para una representacion de indices
mas uniforme en una agrupacion. MiSeq i100 Series
cuenta con la aplicacion DRAGEN Library QC v1.0.13,
un software integrado de demultiplexado automatico
de las lecturas de secuenciacion, que realiza

célculos y proporciona un informe para guiar el
reequilibrado de librerias antes de la secuenciacion
en un sistema de secuenciacion de alta productividad
(figura 2). Al combinar los calculos de reequilibrado
automatizados con la secuenciacion de priorizacion
de indices, MiSeq i100 Series puede proporcionar
informacion demultiplexada de librerias en tan solo
unas 3,2 horas.
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Reequilibrado Secuenciacion

de librerias

Ejecucion de un estudio
a escala completa en
NovaSeq X Series o
NovaSeq 6000 System

Reequilibrado de
agrupaciones de
librerias con célculos de
la aplicacion DRAGEN
Library QC

Gracias a los calculos de reequilibrado automatizados realizados por la aplicacion DRAGEN Library QC integrada o en la nube una vez
finalizada la secuenciacion, MiSeq i100 Series ofrece un flujo de trabajo sencillo que puede proporcionar informacién demultiplexada

de librerias en tan solo 3,2 h para el CC y el reequilibrado de librerias.

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

M-GL-02871 ESP v2.0



MiSeq i100 Series

illumina

Demultiplex Report

Run name
DRAGEN_LibraryQC_requeue

Demultiplex Stats ~ Top Unknown Barcodes  Index Hopping Counts  Library Rebalancing

Library Rebalancing Stats

.\, Download CSV

Sample ID Index 1 Index 2

Sample1 TACTCATA CCTGTGGC
Sample2 CGTCTGCG TTCACAAT
Sample3 TCGATATC ACACGAGT
Sample4 CTAGCGCT GTGTAGAC

#° DRAGEN

Created on
2025-02-17 03:09

Rebalanced Input

Reads % Reads Rebalancing Factor Volume

7,896,538 0.2544% 1 5
7,005,661 0.2257% 11272 5.6358
7,756,899 0.2499% 1.018 5.09
7,507,949 0.2419% 1.0518 5.2588

Figura 2: Ejemplo de informe de célculos de reequilibrado de librerias en la aplicacion DRAGEN Library QC

La aplicacién DRAGEN Library QC tiene dos modos: FastQC y Full Pipeline (resumido en la documentacion del producto
MiSeq i100 Series): el modo FastQC ejecuta Unicamente la conversion de BCL/demultiplexado, y proporciona calculos

de reequilibrado y criterios de medicion principales.

Métodos

Preparacion de librerias

Las librerias se prepararon en el sistema de preparacion
de librerias de nueva generacién Biomek NGeniuS
(Beckman Coulter, n.° de catdlogo C62703) a partir
de una entrada de 300 ng de ADN gendmico (ADNg)
NA12878 (Coriell Institute for Medical Research,

n.° de catdlogo NA12878) con lllumina DNA PCR-Free
Prep (lllumina, n.° de catadlogo 20041795) con
[llumina DNA/RNA UD Indexes Set A, Tagmentation
(96 indices, 96 muestras) (/llumina, n.° de catalogo
20091654) e lllumina DNA/RNA UD Indexes Set B,
Tagmentation (96 indices, 96 muestras) (lllumina,

n.° de catdlogo 20091656). Las librerias también se
prepararon manualmente a partir de un aporte de
100 ng de ADNg con TruSeq™ DNA Nano (lllumina,
n.° de catdlogo 20015965) con IDT for lllumina DNA
UD Indexes v2 (96 indices, 96 muestras) (lllumina,
n.° de catadlogo 20040870).

Secuenciacién y reequilibrado

Las librerias preparadas se agruparon en volimenes
iguales y se secuenciaron en MiSeq i100 Plus System
con MiSeq i100 Series 5M Reagent Kit (300 cycles)
(llumina, n.° de catalogo 20126566) utilizando

la configuracion de experimento de 2 x 151 pb a

24 unidades de plexado (tabla 1). Por comparacion,
se secuenciaron las mismas librerias en iSeq™ 100
System con iSeq 100 i1 Reagent v2 (300-cycle) kit
(lumina, n.° de catalogo 20031371).

Los datos de secuenciacion se analizaron en MiSeq
i100 Plus System con la aplicacion DRAGEN™ Library
QC v1.0.13, que realiza automaticamente calculos para
el reequilibrado de librerias. Después de reequilibrar las
agrupaciones de librerias, se secuenciaron en NovaSeq
X Plus System y NovaSeq 6000 System utilizando

la configuracién de experimento de 2 x 151 pb para
examinar el CV del indice.

Resultados

El reequilibrado de librerias mejora el CV
del indice

Las librerias preparadas con lllumina DNA PCR-Free
Prep y TruSeq DNA Nano se secuenciaron en MiSeq
i100 Series. Los factores de reequilibrado de librerias se
obtuvieron con la aplicacion DRAGEN Library QC v1.0.13
integrada. Las librerias reequilibradas y desequilibradas
se secuenciaron en NovaSeq X Plus System y NovaSeq
6000 System. Los resultados muestran que se observa
una mejora del CV del indice tras el reequilibrado de

las tres agrupaciones de librerias tanto para NovaSeq

X Plus System (figura 3A) como para NovaSeq 6000
System (figura 3B).
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MiSeq i100 Series

Tabla 1: Control de calidad de librerias en MiSeq i100 Series

Parametro lllumina DNA PCR-Free Prep = Illlumina DNA PCR-Free Prep TruSeq DNA Nano
L Biomek NGeniu$S Biomek NGeniuS
Automatizacion de Beckman Coulter de Beckman Coulter Manual
ADN gendmico NA12878 humano de Coriell NA12878 humano de Coriell NA12878 humano de Coriell
Aporte de ADN 300 ng 300 ng 100 ng
Adaptadores Illumina Set A UDI 1-24 Illumina Set B UDI 97-120 IDT for lllumina TruSeq UDI 1-24
Concentracion
de la carga 120 pM 120 pM 120 pM
Porcentaje o o 0
de ocupacidn 91,59 % 89,27 % 91,43 %
Porcentaje que pasa 9 o 9
el filtro 80,42 % 77,20 % 85,02 %
A 5 B.;
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£= lllumina DNA PCR-Free Prep 1, desequilibrado £ llumina DNA PCR-Free Prep 2, desequilibrado TruSeq DNA Nano, desequilibrado
== lllumina DNA PCR-Free Prep 1, reequilibrado &= lllumina DNA PCR-Free Prep 2, reequilibrado == TruSeq DNA Nano, reequilibrado

Figura 3: Reequilibrado de librerias con MiSeq i100 Plus System

Se secuenciaron tres agrupaciones de librerias humanas de 24 unidades de plexado, lllumina DNA PCR-Free Prep 1, lllumina DNA PCR-
Free Prep 2 y TruSeq DNA Nano, en MiSeq i100 Plus System. Los factores de reequilibrado de librerias se obtuvieron con la aplicaciéon
DRAGEN Library QC v1.0.13 integrada. Las librerias reequilibradas y desequilibradas se secuenciaron en NovaSeq X Plus System y
NovaSeq 6000 System. La mejora del CV del indice (el valor medio estd por encima de cada diagrama de caja) se observa después

del reequilibrado para las tres agrupaciones de librerfas tanto en (A) NovaSeq X Plus System como en (B) NovaSeq 6000 System.

Correlacion de la representacion de indices Las librerias agrupadas se secuenciaron en MiSeq i100
t ist Plus System, iSeq 100 System, NovaSeq X Systemy
entre sistiemas NovaSeq 6000 System. La informacion demultiplexada

obtenida con MiSeq i100 Plus System muestra una

alta correlacion con la informacion demultiplexada
obtenida con NovaSeq X Plus System y NovaSeq 6000
System con R2 > 0,9 (figura 4A) y es equivalente

a la demultiplexada obtenida con iSeq 100 System
(figura 4B).

Se evalud la correlacion inicial de la representacién

de indices entre MiSeq i100 Plus, iSeq 100 System,
NovaSeq X Plus System y NovaSeq 6000 System.

Se prepard una agrupacion de librerias lllumina DNA
PCR-Free Prep de 384 unidades de plexado a partir de
ADNg NA11992 humano de Coriell con el manipulador
de liquidos automatizado Hamilton STAR.
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Figura 4: Correlacion de la representacion de indices

La representacion de indices en (A) MiSeq i100 Series muestra una alta correlacion con NovaSeq X Plus System y NovaSeq 6000 System,
y se encuentra en niveles similares a la correlacién entre (B) iSeq 100 System y NovaSeq X Plus System y NovaSeq 6000 System.

Resumen Mas informacion -

MiSeq i100 Series
MiSeq i100 Series proporciona un flujo de trabajo 9

rapido, sencillo y rentable para el CC de librerias NovaSeq X Series
que proporciona informaciéon demultiplexada de
librerias en tan solo 3,2 horas. La alta correlacion NovaSeq 6000 System

de la representacion de indices permite predecir

la representacion de indices en un sistema de
secuenciacién de alta productividad para un conjunto
determinado de pares de indices. Esta funcion de

CC de librerias permite a los usuarios aumentar

el rendimiento en NovaSeq X Series y NovaSeq

6000 System.
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