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Ghidul de lucru Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pentru MiSeqDx

Prezentul document si continutul sau constituie proprietatea lllumina, Inc. si a afiliatilor sai (,lllumina”) si sunt destinate
exclusiv pentru utilizarea contractuala de catre client in legatura cu folosirea produsului sau produselor descrise n
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Ghidul de lucru Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pentru MiSeqDx

Modulul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx demultiplexeaza pentru inceput citirile indexate.
Daca este prezent, DNA GenerateFASTQ Dx genereaza fisiere de iesire intermediare in format FASTQ,
apoi iese din fluxul de lucru. Nu va fi efectuata nicio aliniere si nicio analiza ulterioara. Fisierele FASTQ sunt
parametri de intrare necesari pentru analiza cu instrumente de analiza de la terti.

Modulul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx poate fi operat pe Local Run Manager v3.1.0 (sau
versiuni ulterioare) si este compatibil cu Windows 10. Modulul de analiza suporta secventierea pana la
analiza pentru testarea lllumina DNA Prep With Enrichment Dx.

Despre acest ghid

Acest ghid ofera instructiuni de configurare a parametrilor de rulare pentru secventiere si analiza pentru
modulul de analiza DNA GenerateFASTQ Dx. Utilizarea acestui software necesita cunostinte de baza
referitoare la sistemul de operare Windows si la utilizarea interfetele de utilizare prin browsere web. Pentru
informatii despre tabloul de bord si setarile de sistem ale Local Run Manager, consultati Ghidul de referinta
Local Run Manager Software pentru MiSeqDx (document # 200003931).

Setarea parametrilor

1 Conectati-va la Local Run Manager.
2 Selectati Create Run, iar apoi selectati DNA GenerateFASTQ Dx.

3 Introduceti o denumire unica pentru a identifica secventa de rulare de la etapa de secventiere pana la
etapa de analiza (maximum 40 de caractere).
Denumirile rulérilor pot contine caractere alfanumerice, spatii si caracterele speciale *.~!@#$%-_{}.
Nu puteti folosi 0 denumire de la o rulare anterioara.

4 [Optional] Introduceti o descriere a rularii pentru a face identificarea rularii mai usoara
(maximum 150 de caractere).
Descrierea rularii poate contine caractere alfanumerice, spatii si urmatoarele caractere speciale:
~l@#$%-_{}.

5 Configurati urmatorii parametri de rulare:
Placa index — selectati configuratia placii index utilizate in timpul pregatirii bibliotecii. Puteti alege
intre Setul Index A, Setul Index B sau Setul index AB. Pentru mai multe informatii despre
configuratiile placilor index, va rugam sa consultati brosura lllumina DNA Prep With Enrichment Dx.
Seturile Index A si B contin 96 de probe si amorsele duale unice (unique dual primers, UDP)
corespunzatoare. Setul index AB contine 192 de probe si UDP-urile corespunzatoare.
Read Type (Tipul citirii) — selectati citire unica sau cu secventiere la ambele capete. Tipul de citire
implicit este cu secventiere la ambele capete.
Read Lenghts (Lungimile de citire) — Introduceti lungimea de citire. Lungimea de citire implicita
este de 151.

6 La Module-Specific Settings (Setarile specifice modulului), activati optiunea Adapter Trimming (Taierea
adaptorului).
Taierea adaptorului este activata implicit.
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Ghidul de lucru Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pentru MiSeqDx

Alegeti numarul de probe care vor fi secventiate. Numarul de probe selectate include si recomandarile
de UDP populate automat. Daca nu doriti sa utilizati UDP recomandate, selectati Custom
(Personalizati).

Daca numarul de probe pe care doriti sa le secventiati nu apare in lista verticala, alegeti cel mai
apropiat numar de probe. Asigurati-va ca numarul ales este mai mic decat numarul de probe care vor
fi secventiate, pentru a putea adauga UDP-uri daca este necesar. De exemplu, pentru a testa

18 probe, alegeti optiunea cu 16 probe.

Specificarea probelor pentru rulare

Specificati probele pentru rulare folosind una dintre urmatoarele optiuni.

Enter samples manually (Introducere manuala a probelor) — folositi tabelul necompletat din ecranul
Create Run (Creare rulare).

Import samples (Importare probe) — navigati la un fisier extern intr-un format de valori separate prin
virgula (*.csv). In ecranul Create Run (Creare rulare) este disponibil pentru descarcare un sablon.

Introducerea manuala a probelor

1

6

Introduceti un ID de proba unic in fila Sample ID (ID proba). Utilizati caractere alfanumerice si/sau linii
de dialog (maximum 40 de caractere).

ID-ul probei si descrierea corespunzatoare a probei, precum si pozitia UDP sunt evidentiate cu
albastru, pentru a arata ca proba a fost introdusa.

[Optional] Pentru a selecta probele control pozitive si negative, faceti clic dreapta pe godeurile cu
probe.

[Optional] Introduceti o descriere a probei in fila Sample description (Descrierea probei). Descrierea
probei poate contine caractere alfanumerice, puncte si caracterele speciale "~!@#$%-_{}. Spatiile nu
sunt permise.

Daca ID-ul probei asociat cu descrierea probei este utilizat din nou, intr-o rulare ulterioara, descrierea
initiala a probei se suprascrie.

Modificati pozitile UDP recomandate daca este cazul. Pozitiile godeurilor cu probe sugerate sunt
evidentiate in galben, mov, portocaliu si roz.

Daca sunt utilizate godeurile cu probe sugerate, software-ul va popula automat adaptoarele index ale
UDP care indeplinesc cerintele de diversitate a indexurilor. Daca numarul de probe pe care I-ati ales nu
este numarul exact de probe care se testeaza, asigurati-va ca alegeti adaptoarele index UDP pentru
godeurile suplimentare.

[Optional] Selectati Export Samples (Export probe) pentru a exporta fisierul cu informatii despre probe.

Selectati Save Run (Salvare rulare).

Importarea fisei de proba

Puteti importa informatii despre probe dintr-un fisier cu informatii despre probe exportat anterior din
modulul DNA GenerateFASTQ Dx utilizand optiunea Export Samples (Exportare probe) sau un fisier
sablon, care poate fi generat selectand Template (Sablon) in ecranul Create Run (Creare rulare). Consultati
Introducerea manuala a probelor la pagina 4 pentru instructiuni cu privire la modul de creare si export al
informatiilor despre probe.

Fisierul sablon nu include recomandarile despre UDP populate automat.
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Ghidul de lucru Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pentru MiSeqDx

Pentru a edita fisierul sablon:

1 Selectati Template (Sablon) in ecranul Create Run (Creare rulare), pentru a crea o noua structura a
placii. Fisierul sablon contine anteturile de coloana corecte pentru import. Editati fisierul dupa cum
urmeaza:

a Deschideti fisa probei intr-un editor de text.
b Introduceti informatiile despre proba solicitate.
c Salvati fisierul in format (*.csv) (valori separate prin virgule). Asigurati-va ca ID-ul probei este unic.

Pentru a importa informatiile despre proba:
2 Selectati Import Samples (Importare probe), apoi selectati fisierul CSV.
3 [Optional] Selectati Export (Exportare) pentru a exporta informatii despre probe intr-un fisier extern.

4 Selectati Save Run (Salvare rulare).

Editarea unei rulari

Pentru instructiuni privind editarea informatiilor din rularea dvs. Tnainte de secventiere, consultati Ghidul de
referinta Local Run Manager Software pentru MiSeqDx (document # 200003931).

Modulul de analiza DNA GenerateFASTQ Dx efectueaza urmatoarele etape de analiza si apoi scrie fisierele
de iesire pentru analiza in folderul Alignment (Aliniere).

Demultiplexarea citirilor de indexuri
Generarea fisierelor FASTQ

Demultiplexarea

Demultiplexarea compara fiecare secventa de citire de indexuri cu secventele de indexuri specificate
pentru rulare. In aceasta etapa, nu este luata in considerare nicio valoare calitativa.

Citirile de indexuri sunt identificate folosind urmatorii pasi:

Probele sunt numerotate incepand de la 1, in functie de ordinea in care probele sunt listate pentru
rulare.

Numarul de proba 0 este rezervat pentru grupurile de celule care nu au fost alocate unei probe.

Grupurile de celule sunt alocate unei probe atunci cand secventa de indexuri se potriveste exact sau
cand exista cel mult o singura nepotrivire per citire de indexuri.

Generarea fisierelor FASTQ

Dupa demultiplexare, software-ul genereaza fisiere de analiza intermediare in formatul FASTQ), care este
un format text folosit pentru a reprezenta secvente. Fisierele FASTQ contin citiri pentru fiecare proba si
scorurile de calitate asociate. Toate controalele utilizate pentru rulare si grupurile de celule care nu au
trecut de filtre sunt excluse.

Fiecare fisier FASTQ contine citiri pentru o singura proba si denumirea probei respective este inclusa in
denumirea fisierului FASTQ. Fisierele FASTQ constituie principala introducere de date pentru aliniere.
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—

Din tabloul de bord Local Run Manager, selectati numele rularii.

2 Din fila Run Overview (Sumar rulare), puteti vedea valorile secventierii.

3 Pentru a modifica locatia fisierului datelor de analiza pentru trimiteri ulterioare in coada ale secventierii
selectate, selectati pictograma Edit (Editare) si editati calea folderului de iesire pentru rulare.
Nu puteti edita denumirea folderului de iesire pentru rulare.

4 [Optional] Selectati Copy to Clipboard (Copiere pe clipboard) pentru a copia calea folderului de iesire

pentru rulare.

5 Selectati fila Sequencing Information (Informatii despre secventiere) pentru a trece in revista parametrii
de rulare si informatiile cu privire la consumabile.

6 Selectati fila Samples & Results (Probe si rezultate) pentru a vizualiza raportul de analiza.
Daca analiza a fost retrimisa in coada, selectati analiza corespunzatoare din lista verticala Select
Analysis (Selectare analiza).
Din bara de navigare din stanga, selectati un ID de proba pentru a vizualiza raportul pentru o alta

proba.

7  [Optional] Selectati Copy to Clipboard (Copiere pe clipboard) pentru a copia calea folderului de

analiza.

Rezultatele sunt sintetizate in fila Samples and Results (Probe si rezultate).

Probe

Tabelul1 Tabel de probe
Antet de coloana
Sample ID (ID proba)

Placa
Godeu index

Descriere
UDP

Control

Indexare

Tabelul 2 Tabel de indexare
Antet de coloana

Numar de indexare

Sample ID (ID proba)

Document # 200015661 vO1 RON

Descriere
ID-ul probei furnizat atunci cand a fost creata rularea.

Placa furnizata impreuna cu placa index atunci cand a fost creata rularea. Coloana este
vizibila doar daca este selectata placa index AB.

Godeul index furnizat impreuna cu locatia godeului probei atunci cand a fost creata
rularea.

Descrierea probei furnizata atunci cand a fost creata rularea.
UDP-ul utilizat cu proba respectiva.

Controlul pozitiv sau negativ utilizat impreuna cu proba.

Descriere

Un numar de identificare ID bazat pe ordinea in care probele sunt listate in tabelul de
probe.

ID-ul probei furnizat atunci cand a fost creata rularea.
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Ghidul de lucru Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pentru MiSeqDx

Antet de coloana Descriere
UDP UDP-ul utilizat cu proba respectiva.
% Citiri identificate (PF) Procentul citirilor care au trecut de filtre.

Urmatoarele fisiere de iesire pentru analiza sunt generate pentru modulul de analiza DNA GenerateFASTQ
Dx.

Denumire figier Descriere
Demultiplexare (*.demux) Fisiere intermediare care contin rezultatele demultiplexarii.
FASTQ (*.fastq.gz) Fisiere intermediare care contin definirile bazelor evaluate din punct de vedere al calitatii.

Fisierele FASTQ constituie principala introducere de date pentru etapa de aliniere.

Formatul fisierelor de demultiplexare

Procesul de demultiplexare citeste secventa de indexuri atasata fiecarui grup de celule, pentru a determina
din ce proba provine grupul de celule. Maparea dintre grupurile de celule si numarul de probe este scrisa
intr-un fisier de demultiplexare (*.demux) pentru fiecare dala a Flow Cell.

Formatul de denumire a fisierului de demultiplexare este s_1_X.demux, unde X este numarul placii.
Fisierele de demultiplexare Thcep cu un antet:

Versiunea (numar intreg de 4 octeti), actualmente 1

Numarul de grupuri de celule (numar intreg de 4 octeti)
Restul fisierului consta din numere de probe pentru fiecare grup de celule de pe placa.

Cand etapa de demultiplexare este finalizata, software-ul genereaza un fisier de demultiplexare denumit
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

In denumirea fisierului, F1 reprezintd numarul Flow Cell.
In denumirea fisierului, L1 reprezintd numarul liniei.

Demultiplexarea are ca rezultat un tabel cu un rand pentru fiecare placa si o coloana pentru fiecare
proba, incluzand proba 0.

Secventele care apar cel mai frecvent in citirilede indexuri.

Formatul fisierelor FASTQ

FASTQ este un format de fisiere bazat pe text, care contine definirile bazelor si valorile de calitate per
citire. Fiecare Tnregistrare contine 4 linii:

Identificatorul

Secventa

Un semn plus (+)

Scorurile de calitate Phred intr-un format codificat ASCII + 33
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Ghidul de lucru Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pentru MiSeqDx

|dentificatorul este formatat ca:

@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
(@Instrument:IDRulare:IDFlowCell:Linie:Dala:X:Y NumCitire:SemnalizareFiltru:0:NumarProba)

Exemplu:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
+

<> ##=><9=AAAAAAAARAAOH# : <#<;<<LK?222#=

Fisierele de iesire suplimentare

Urmatoarele fisiere de iesire ofera informatii suplimentare sau rezuma rezultatele rularii si erorile analizei.
Desi aceste fisiere nu sunt necesare pentru evaluarea rezultatelor analizei, ele pot fi folosite in scopul
depanarii. Toate fisierele se afla in folderul Alignment (Aliniere), cu exceptia cazului in care se specifica
altfel.

Denumire fisier Descriere

AdapterTrimming.txt Indica numarul de baze taiate si procentaje ale bazelor pentru fiecare placa.
Acest fisier este prezent doar daca taierea adaptorului a fost specificata pentru
rulare.

AnalysisLog.txt Jurnal de procesare care descrie fiecare etapa care a avut loc in timpul analizei

folderului de rulare curent. Acest fisier nu contine mesaje de eroare.
Localizat la nivelul radacina al folderului de rulare.

AnalysisError.txt Jurnal de procesare care enumera orice erori care s-au produs in timpul analizei.
Acest fisier va fi gol daca nu s-a produs nicio eroare.
Localizat la nivelul radacina al folderului de rulare.

CompletedJoblinfo.xml Scris dupa ce analiza este completa, contine informatii cu privire la rulare, ca de
exemplu data, ID pentru flow cell, versiunea de software si alti parametri.
Localizat la nivelul radacina al folderului de rulare.

Checksum.csv Contine numele si valorile unice pentru fisierele determinate si nedeterminate
FASTQ, pentru fisierele BCL si fisierul SampleSheetUsed.csv.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Raporteaza rezultatele demultiplexarii intr-un tabel cu 1 rand per dala si 1
coloana per proba.

GenerateFASTQRunStatistics.xml Contine sumarul statisticilor specifice rularii.
Localizat la nivelul radacina al folderului de rulare.

Folderul de analiza

Folderul de analiza contine fisierele generate de software-ul Local Run Manager.
Relatia dintre folderul de iesire si folderul de analiza este rezumata dupa cum urmeaza:

In timpul secventierii, Analiza in timp real (Real-Time Analysis — RTA) populeaza folderul de iesire cu
fisiere generate in timpul analizei imaginilor, definirii bazelor si evaluarii calitatii.

RTA copiaza fisierele in folderul de analiza in timp real. Dupa ce RTA atribuie un scor de calitate
fiecarei baze pentru fiecare ciclu, software-ul scrie fisierul RTAComplete.xml in ambele foldere.

Cand fisierul RTAComplete.xml este prezent, incepe analiza.

Pe masura ce analiza continua, Local Run Manager scrie fisierele de iesire in folderul de analiza, apoi
copiaza fisierele napoi in folderul de iesire.
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Ghidul de lucru Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pentru MiSeqDx

Foldere de alinieri

De fiecare data cand analiza este retrimisa in coada, Local Run Manager creeaza un folder de alinieri
denumit Alignment_N, unde N este un numar secvential.

Structura folderelor
Date
Dlignment_## sau Alignment_Imported_##
[C=[Timestamp of Run]
([“DataAccessFiles
[“Fastq
=l FastgSummaryF1L1.txt
[ Sample1_S1_L001_R1_001.fastq.gz
[l Sample2_S2_L001_R2_001.fastq.gz
=l Undetermined_S0_L001_R1_001.fastg.gz
=l Undetermined_S0_L001_R2_001.fastg.gz
[“Jurnalizare
| BuildFastgO.stdout.txt
(| BuildFastg1.stdout.txt
=l commands.txt
[C=Diagrame
= AdapterCounts.txt
=] AdapterTrimming.txt
=l AnalysisError.txt
= AnalysisLog.txt
[ Checkpoint.txt
=] Checksum.csv
=] CompletedJoblnfo.xml
(=l DemultiplexSummaryF1L1.txt
] GenerateFASTQRunStatistics.xml
=] SampleSheetUsed.csv

Definirea bazelor si diversitatea indexurilor

Atunci cand probele sunt secventiate pe instrumentul MiSeqDx, definirea bazelor determina o baza (A, C,
G sau T) pentru fiecare grup de celule al unei placi date sau zona imagistica din Flow Cell, la un ciclu
specific. Instrumentul MiSeqDx foloseste secventierea in patru canale, care necesita patruimagini pentru a
codifica datele pentru patru baze ADN, doua din canalul rosu si doua din canalul verde.

Procesul pentru citirile de indexuri pentru definirea bazelor difera de definirea bazelor in timpul altor citiri.
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Ghidul de lucru Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pentru MiSeqDx

La selectarea indexurilor in timpul crearii rularii, apare un avertisment de diversitate scazuta daca
indexurile nu indeplinesc cerintele de diversitate. Pentru a preveni avertismentul de diversitate scazuta,
selectati secvente de indexuri care furnizeaza semnal in ambele canale pentru fiecare ciclu.

Canalul rosu — A sau C

Canalul verde - G sau T

Acest proces de definire a bazelor asigura precizie la analizarea probelor cu plexuri reduse. Pentru mai
multe informatii despre secventele indexurilor, va rugam sa consultati brosura DNA Prep With
Enrichment Dx.

Cu ocazia crearii secventei de rulare in Local Run Manager veti alege numarul de probe care urmeaza a fi
testate. Combinatiile de indexuri sugerate care indeplinesc cerintele de diversitate a indexurilor sunt
populate automat de software. Desi nu vi se cere sa folositi combinatiile de indexuri UDP sugerate, acest
lucru este recomandat.
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Asistenta tehnica

Pentru asistenta tehnica, contactati departamentul Asistenta tehnica al lllumina.

Site web:
E-mail:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Numere de telefon pentru Asistenta clienti lllumina

Regiune

Numaér de telefon gratuit

Regional

America de Nord

+1.800.809.4566

Australia +1.800.775.688

Austria +43 800006249 +43 19286540
Belgia +32 80077160 +32 34002973
China 400.066.5835

Coreea de Sud +82 80 234 5300

Danemarca +45 80820183 +45 89871156
Elvetia +41 565800000 +41 800200442
Finlanda +358 800918363 +3568 974790110
Franta +33 805102193 +33 170770446
Germania +49 8001014940 +49 8938035677

Hong Kong, China

800960230

Irlanda +353 1800936608 +353 016950506
Italia +39 800985513 +39 236003759
Japonia 0800.111.5011

Norvegia +47 800 16836 +47 21939693

Noua Zeelanda

0800.451.650

Regatul Unit +44 8000126019 +44 2073057197
Singapore +1.800.579.2745

Spania +34 911899417 +34 800300143
Suedia +46 850619671 +46 200883979

Taiwan, China

00806651752

Tarile de Jos

+31 8000222493

+31 207132960

Alte tari

+44.1799.534000

Fise cu date de securitate (FDS) — disponibile pe site-ul web lllumina la adresa

support.illumina.com/sds.html.

Documentatia produselor — disponibila pentru descarcare de pe support.illumina.com.

Document # 200015661 vO1 RON

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO

12


http://www.illumina.com/
mailto:techsupport@illumina.com
http://support.illumina.com/sds.html
http://support.illumina.com/

[llumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 S.U.A.
+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (in afara Americii de Nord)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com

Ce

IVD

EC | REP

lllumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Tarile de Jos

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO

© 2022 lllumina, Inc. Toate drepturile rezervate.

Document # 200015661 vO1 RON

Sponsor australian

lllumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Australia

lumina



	Prezentare generală
	Introducerea informațiilor despre rulare
	Metode de analiză
	Vizualizarea rulării și a rezultatelor
	Raportul rezultatelor
	Fișierele de ieșire pentru analiză
	Istoricul reviziilor
	Asistență tehnică

