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Seqguenciamento

de genoma completo

em escala de producao
com o lllumina Genomics
Architecture v3

Estrutura automatizada DNA-to-answer projetada
para programas de gendmica populacional

Sequenciamento Fluxo de trabalho Resultados sempre

em escala integrado confiaveis

Fornece WGS eficiente para Combina o software Clarity Garante qualidade dos dados
pesquisa gendmica populacional, LIMS, manuseio automatizado consistente em todos os locais
processando mais de de liquidos e ferramentas com rastreamento de cddigo
10 mil amostras por ano de anadlise de dados de barras e risco reduzido

de erro manual
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Introdugao

A medicina de precisao utiliza os avangos da genémica
para ampliar nossa compreensao das doencas e
promover melhorias na saude humana. Esforgos de
pesquisa em larga escala estdo em andamento para
sequenciar centenas de milhares de genomas."? Essas
iniciativas de gendémica populacional (PopGen) buscam
explorar a diversidade genética e informar a saude
publica. Como eles processam grandes volumes de
amostras em cronogramas apertados, os estudos
PopGen exigem fluxos de trabalho simplificados

de sequenciamento de Ultima geracgdo (NGS) para
produtividade, eficiéncia e precisdo.*® A lllumina
Genomics Architecture fornece um fluxo de trabalho
de sequenciamento de genoma completo (WGS),
projetado para atender as demandas de programas
PopGen que processam mais de 10 mil amostras por
ano. Essa solugdo integrada inclui gerenciamento de
amostras, preparagdo automatizada de bibliotecas,
sequenciamento, andlise de dados e interpretagéo dos
resultados (Figura 1).

O lllumina Genomics Architecture v2 foi construido
para o NovaSeq™ 6000 System e permitiu que o
projeto SG100K, parte do programa Singapore National
Precision Medicine (NPM), sequenciasse mais de
100 mil genomas humanos em trés anos." O lllumina
Genomics Architecture v3 retém os principais pontos
fortes da arquitetura v2 e aumenta a capacidade

de amostras com maior rendimento do NovaSeq X
Plus System. Esta nota técnica descreve a estrutura
da Illlumina Genomics Architecture v3 e relata a
consisténcia do desempenho em diferentes locais.
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A estrutura do lllumina Genomics

Architecture

O lllumina Genomics Architecture v3 inclui

componentes de hardware e software que automatizam

fluxos de trabalho de laboratério Umido e seco,

permitindo:

« Implantagao acelerada de fluxos de trabalho NGS

« Adogéo rapida por meio de interfaces intuitivas
guiadas pelo usuario

« Melhor gerenciamento do fluxo de trabalho e
rastreamento de amostras

» Maior produtividade com menos intervengao

do usuario

« Integracao simplificada de componentes do fluxo

de trabalho

O hardware inclui uma plataforma automatizada de
manuseio de liquidos, o Hamilton Microlab STAR e 0
NovaSeq X Plus System. O software inclui o Clarity
LIMS™ (sistema de gerenciamento de informagbes
de laboratdrio), o BaseSpace™ Sequence Hub,
DRAGEN™ secondary analysis e lllumina Connected

Analytics (Figura 2). O fluxo de trabalho usa o lllumina

DNA PCR-Free Prep, um ensaio de tagmentacao
autonormalizado baseado em beads, para uma
preparacgao eficiente da biblioteca WGS. Apds um
laboratdrio ter adquirido todo o hardware, software
e componentes de reagente apropriados, o lllumina
Genomics Architecture reduz o tempo para atingir
fluxos de trabalho WGS em escala de produgao de

aproximadamente um ano para apenas alguns meses.*
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NovaSeq X
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Figura 1: Fluxo de trabalho do lllumina Genomics Architecture v3
Apds a coleta de amostras e a extragdo de DNA, o Illlumina Genomics Architecture v3 oferece rastreamento de amostras, scripts para

preparacao automatizada de bibliotecas, sequenciamento e analise de dados de forma intuitiva. A estrutura WGS eficiente reduz o tempo

de resposta do fluxo de trabalho, mantendo um alto nivel de desempenho.

a. Um kit de extragé@o de DNA separado é necessario.
b. Requer o layout do deck do lllumina Genomics Architecture.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Figura 2: Estrutura do lllumina Genomics Architecture v3

O Illumina Genomics Architecture apresenta scripts de robds dedicados para preparacao de bibliotecas e integragao de software

para automatizar e simplificar o sequenciamento e a andlise de dados. A estrutura consiste em hardware, incluindo uma plataforma de
manuseio de liquidos e o NovaSeq X Plus System, e softwares, incluindo Clarity LIMS, BaseSpace Sequence Hub, DRAGEN secondary
analysis e lllumina Connected Analytics. Esses componentes se coordenam para fornecer um fluxo de trabalho de DNA para dados para
WGS em escala de produgao. Os pontos de verificagao de controle de qualidade séo incluidos nas principais etapas para ajudar a evitar

erros, permitir o monitoramento e facilitar a recuperacao.
a. Requer o layout do deck do lllumina Genomics Architecture.

Gerenciamento de fluxo de trabalho
e rastreamento de amostras

O software Clarity LIMS orienta o fluxo de trabalho

e coordena o manipulador de liquidos, o sistema

de sequenciamento e as ferramentas de andlise de
dados. Os fluxos de trabalho pré-configurados no
software Clarity LIMS, combinados com a integragao
do instrumento, ajudam a reduzir os tempos de resposta,
minimizam as etapas manuais e melhoram o rendimento
da amostra, reduzindo o risco de erro. A verificagao
exclusiva do cédigo de barras permite uma trilha de
auditoria completa.

Preparagcao automatizada de bibliotecas

O Illumina Genomics Architecture v3 usa quatro
scripts de automacao de rob6s dedicados para o
lllumina DNA PCR-Free Prep (lllumina, N.° do catalogo
20041794), executados na plataforma de manuseio
de liquidos Hamilton Microlab STAR com o layout do
deck do lllumina Genomics Architecture. Esses scripts
permitem a preparacao de bibliotecas completas
totalmente automatizadas com interven¢do manual
minima e suportam fluxos de trabalho confiaveis e

de alto rendimento para WGS em escala de produgao.

A automacao de laboratério Umido reduz o erro humano
e a fadiga, melhora a reprodutibilidade de entre pogos
e aumenta a precisao na transferéncia de reagentes.

A verificagdo do cédigo de barras de reagentes e
materiais de consumo durante todo o fluxo de trabalho
oferece suporte a rastreabilidade completa e evita
erros de posi¢ao ao carregar itens no deck do rob6.

O fluxo de trabalho automatizado inclui as seguintes
etapas principais:

o Preparar o DNA de entrada usando um padréao
de 350 ng por poco, processado em lotes de
24 ou 96 amostras: essa abordagem de lote apoia
o0 desempenho consistente entre pogos e aproveita
a quimica autonormalizante para simplificar a
normaliza¢gdo de entrada

o Construir bibliotecas usando um método do
Illumina DNA PCR-Free Prep de ~155 minutos
otimizado para automagéao e execugao confiavel
de etapas criticas, incluindo purificagdo usando
Illumina Purification Beads: esses refinamentos
ajudam a atender as especificagdes de tamanho
do inserto.®O volume de eluigdo final de 30 pl por
biblioteca suporta pooling para até duas corridas
de sequenciamento, permitindo o reagrupamento,
se necessario, ou 0 uso de um segundo pool
como backup
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o Agrupar bibliotecas com fatores de correcédo de
indexes aplicados pelo Clarity LIMS para equilibrar
arepresentacao entre bibliotecas: os volumes
de pooling séo ajustados automaticamente com
base no tamanho do lote, tipo da Iamina de fluxo e
concentragdes de carregamento alvo para garantir
o0 desempenho ideal do sequenciamento

« Desnaturar e transferir bibliotecas no deck para
tubos de tiras para cartuchos de reagentes
na concentracao de carregamento desejada:
esta etapa totalmente integrada minimiza erros
de manuseio e garante o carregamento preciso,
resultando em bibliotecas agrupadas prontas para
serem sequenciadas no NovaSeq X Plus system

Sequenciamento

As bibliotecas preparadas sdo sequenciadas no
NovaSeq X Plus System (lllumina, N.° do catalogo
20084804) com uma configuragdo de corrida de

2 x 151 bp. Cada lamina de fluxo duplo pode sequenciar
até 128 genomas humanos com cobertura de 30x,
com 24 amostras por lamina de fluxo de 10B (lllumina,
N.° do catdlogo 20085594) ou 64 amostras por lamina
de fluxo de 25B (lllumina, N.° do catdlogo 201047086).
No fluxo de trabalho automatizado com o lllumina
Genomics Architecture, o software Clarity LIMS
orienta a plataforma de manuseio de liquidos a realizar
pooling em massa, desnaturagao e carregamento das
bibliotecas em um tubo de tira. Em seguida, o usuario
transfere o tubo de tira para o NovaSeq X Plus System.
O Clarity LIMS envia automaticamente informacdes

de planejamento de corrida para o BaseSpace,
simplificando a configuragdo de corrida e a andlise de
dados downstream no Illumina Connected Analytics.

Anélise de dados

O lllumina Connected Analytics é uma plataforma
completa em nuvem para armazenamento,
gerenciamento e analise de dados, projetada com
foco em seguranca para garantir privacidade e
conformidade. Ele se conecta diretamente com o
DRAGEN secondary analysis para fornecer analises
primarias répidas e automatizadas (conversdo de BCL
para FASTQ) e analises secundarias (mapeamento,
alinhamento e identificagdo de variantes). Com o
lllumina Connected Analytics, os usuarios podem
acessar ferramentas avancadas e modelos de
aprendizado de maquina para auxiliar na priorizacao
e interpretacao de variantes. Assim que os dados
estiverem disponiveis, os recursos de inicializagdo
automatica iniciam a andlise automaticamente,
simplificando o processo.

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico.

O fluxo de trabalho verificado garante
um desempenho consistente do WGS

O lllumina Genomics Architecture v3 para as laminas
de fluxo 10B e 25B no NovaSeq X Plus System atende
aos padrdes comprovados do lllumina Genomics
Architecture v2 (Tabela 1, Tabela 2, Figura 3)."*

A andlise de variancia (ANOVA) mostra que o fluxo de
trabalho do lllumina Genomics Architecture v3 fornece
resultados consistentes em diferentes locais, robos e
operadores ao usar 0s mesmos scripts de automacao
e protocolos de fluxo de trabalho padrao do lllumina
Genomics Architecture (Figura 4).

Tabela 1: Métricas de corrida e critérios de
aprovacao da Illumina Genomics Architecture v3

Lamina de Lamina de

Métrica fluxo 25B° fluxo 10B°

Rendimento médio

por corrida 9,68 Tb 3,81Tb
Filtro de passagem 74,6% 76,7%
Rendimento médio

pOF amostra 130 Gb 140 Gb
Média de bases Q30° 110 Gb 120 Gb
N.° médio de leituras

por amostra 864M 900M
CV mediano do index 14,4% 1,70%
(intervalo) (13,4% a 16,8%) | (10,5% a 12,9%)
Cobertura

autossdmica média 39 41x
Comprimento médio

doinserto 479 bp 479 bp
Bases médias > Q30° 9 o
(média) 90,8% 89,5%
Leituras em duplicata 8,30% 6,85%
Cobertura média 93,23% 03,48%

do genoma (15x)°

a. Paralaminas de fluxo 25B, 256 amostras foram testadas
com 64 amostras por lamina de fluxo.

b. Paralaminas de fluxo 10B, 168 amostras foram testadas
com 24 amostras por lamina de fluxo.

c. Excluileituras em duplicata e bases cortadas.
d. Exclui dados de leitura de index.

e. Indica a porcentagem do genoma coberta em profundidade
de sequenciamento igual ou superior a 15x

M-GL-03657 PTB v1.0
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Tabela 2: Precisado e recall da identificagdo de variantes do Illumina Genomics Architecture v3

Variantes de nucleotideo tnico (SNV)

Insergdes/exclusdes (Indels)

Amostra® Precisao Recall F1 Precisao Recall F1
NA12878 99,928% 99,956% 99,945% 99,623% 99,426% 99,525%
NA24385 99,929% 99,953% 99,944% 99,624% 99,426% 99,526%

a. Os dados sdo de 17 réplicas de cada linhagem celular de referéncia obtida do Coriell Institute for Medical Research.

>
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Figura 3: Exemplos de métricas de desempenho
em aumento para WGS em escala de producéao

Taxa de aprovagao do rendimento do sequenciamento

e taxas de aprovagado da cobertura autossdémica a 30x

e 27x para (A) lllumina Genomics Architecture v2, desde
o desenvolvimento até a implementagdo pelo cliente

e até a produgdo em escala; e (B) lllumina Genomics
Architecture v3 para laminas de fluxo NovaSeq 6000 S4,
NovaSeq X 10B e NovaSeq X 25B.
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Figura 4: Desempenho de dados e consisténcia com
operadores independentes em diferentes locais

O lllumina Genomics Architecture v3 ofereceu suporte
a operagdes de WGS em locais de desenvolvimento
em Cingapura (SG) e no Reino Unido (UK). A ANOVA
dos dados de sequenciamento nos dois locais mostrou
desempenho altamente consistente, conforme indicado
por (A) cobertura autossémica média, (B) niumero de
leituras marcadas por duplicata e (C) comprimento
mediano do inserto. O WGS foi realizado com

24 amostras comerciais obtidas do Coriell Institute

for Medical Research. O software JMP foi usado para
analise estatistica e para gerar graficos.
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ReSl.ImO Saiba mais >

) . . [llumina Genomics Architecture
O Illumina Genomics Architecture v3 fornece uma

estrutura integrada completa para WGS simplificado Acelerando fluxos de trabalho NGS com o lllumina
e em escala de produgdo usando o NovaSeq X Plus Genomics Architecture

System. O fluxo de trabalho simplificado e escaldvel

e o software integrado oferecem uma solugéo de Conjuntos de dados disponiveis no BaseSpace
sequenciamento consistente e pronta para o local. Sequence Hub

A implementagao do Illlumina Genomics Architecture

v3 reduz o esforgo manual e o tempo de resposta, Customer spotlight

reduzindo o risco de erro e permitindo um WGS mais

eficiente em escala. Software Clarity LIMS

. Illumina DNA PCR-Free Prep
/@ Entre em contato com a equipe de suporte da
@

[llumina para comegar a implementar o lllumina NovaSeq X Series
Genomics Architecture.
[llumina Connected Analytics

Informacdes para pedidos

Produto N.° do catdlogo Fornecedor
Hamilton MicroLab STAR (layout do deck e acessdrios da Illumina Genomics .
Architecture?) 173027 Hamilton
[llumina DNA PCR-Free Prep (24/96 samples) 20041794/20041795 lllumina

20091654, 20091656,

Indexes de UD de DNA/RNA da lllumina 20091658, 20091660 Illumina
NovaSeq X Plus System 20084804 Illumina
NovaSeq X 10B/25B 300 cycles 20104706/20085594 Illumina
Clarity LIMS cloud Professional/Enterprise annual subscription 20042028/20042029 llumina
lllumina Connected Analytics Professional/Enterprise annual subscription 20044976/20038994 llumina

a. Entre em contato com o suporte da lllumina para obter mais informagdes

Somente para pesquisa. Ndo deve ser usado para procedimentos de diagndstico. M-GL-03657 PTB v1.0
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