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Descripción general
El módulo de análisis de secuenciación clínica de la fibrosis quística 2.0 de Local Run Manager deberá
utilizarse junto con el ensayo de secuenciación clínica de la fibrosis quística TruSight Cystic Fibrosis. El ensayo
detecta las mutaciones en las regiones codificadoras de proteínas y en los límites de intrones y exones del
gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quística (CFTR), así como dos deleciones de
gran tamaño y dos mutaciones intrónicas profundas. El módulo de análisis realiza los análisis secundarios y
genera los informes de los experimentos de secuenciación en los que se emplea TruSight Cystic Fibrosis.
Consulte el prospecto TruSight Cystic Fibrosis (documento con n.º de referencia 1000000097720).

Este módulo de análisis evalúa regiones cortas de ADN amplificado, o amplicones, para detectar variantes.
La secuenciación de amplicones enfocada permite una alta cobertura de regiones particulares a lo largo de
un gran número de muestras.

Acerca de esta guía
Esta guía facilita las instrucciones necesarias para configurar los parámetros de experimentos de
secuenciación y de análisis del módulo de análisis de secuenciación clínica de la FQ 2.0. El uso del software
requiere conocimientos básicos del actual sistema operativo Windows y la interfaz de usuario en navegador
web. Para obtener más información sobre el panel de Local Run Manager y la configuración del sistema,
consulte la Guía de referencia del software Local Run Manager para MiSeqDx (documento con n.º de
referencia 1000000011880).

Introducción de la información sobre el experimento

Configuración de parámetros
1 Inicie sesión en Local Run Manager.

2 Seleccione Create Run (Crear experimento) y, luego, CF Clinical Seq 2.0 (Secuenciación clínica de la
FQ 2.0).
Se mostrará una ventana emergente para confirmar que "CF Clinical Seq 2.0" (Secuenciación clínica de
la FQ 2.0) es la selección deseada.

3 Seleccione la casilla de verificación y, luego, Confirm (Confirmar) para continuar (o seleccione Cancel
[Cancelar] para regresar a la pantalla principal).

4 Introduzca un nombre para el experimento de forma que se pueda identificar desde la secuenciación
hasta el análisis.
Utilice caracteres alfanuméricos, espacios, guiones o guiones bajos (40 caracteres como máximo).

5 [Opcional] Escriba una descripción que ayude a identificar el experimento.
Utilice caracteres alfanuméricos, espacios, guiones o guiones bajos (150 caracteres como máximo).

6 Introduzca el número de lote y la fecha de caducidad del kit de preparación de bibliotecas.
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Definición de las muestras para el experimento
Defina las muestras que se utilizarán en el experimento por medio de una de las opciones que se proponen a
continuación.

u Introducir las muestras de forma manual: Utilice la tabla en blanco que aparece en la pantalla Create Run
(Crear experimento).

u Importar las muestras: Vaya a un archivo externo que tenga un formato de valores separados por comas
(*.csv). En la pantalla Create Run (Crear experimento), se ofrece una muestra que se puede descargar.

Introducciónmanualde lasmuestras
1 Introduzca un nombre de muestra único en el campo Sample Name (Nombre de la muestra).

Utilice caracteres alfanuméricos, guiones o guiones bajos (40 caracteres como máximo).

2 Haga clic en el botón derecho y elija las muestras de control negativo y de control positivo.
Para guardar un experimento, este debe tener al menos un control positivo y otro negativo.

3 [Opcional] Introduzca la descripción de la muestra en la ficha Sample Description (Descripción de la
muestra).
Utilice caracteres alfanuméricos, guiones o guiones bajos (50 caracteres como máximo).

4 [Opcional] Seleccione un adaptador del Índice 1 (Index 1) en el menú desplegable que aparece en el
Índice 1 (i7).
Este paso es opcional, ya que las combinaciones de índices i7 e i5 se rellenan automáticamente con una
disposición predeterminada.

5 [Opcional] Seleccione un adaptador del Índice 2 (Index 2) en el menú desplegable que aparece en el
Índice 1 (i5).
Este paso es opcional, ya que las combinaciones de índices i7 e i5 se rellenan automáticamente con una
disposición predeterminada.

6 Haga clic en el icono Print (Imprimir) para ver la disposición de la placa.

7 Seleccione Print (Imprimir) para poder imprimir la disposición de la placa y utilizarla como referencia a la
hora de preparar las bibliotecas.

8 [Opcional] Seleccione Export (Exportar) para exportar el archivo de información sobre las muestras.

9 Seleccione Save Run (Guardar experimento).
Si se han introducido menos de 24 muestras, se mostrará la ventana Insufficient Sample (Muestra
insuficiente). Seleccione Proceed (Continuar) para continuar o Cancel (Cancelar) para editar las muestras.

PRECAUCIÓN

Illumina no aprueba continuar con menos de 24 muestras. Consulte el prospecto TruSight Cystic Fibrosis
(documento con n.º de referencia 1000000097720) para obtener más información.

Importacióndemuestras
La información de las muestras se puede importar de dos tipos de archivos:

u Un archivo con información sobre las muestras que se haya exportado desde el módulo de
secuenciación clínica de la fibrosis quística 2.0 mediante la función Export (Exportar).
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u Un archivo de plantilla, que se puede generar seleccionando Template (Plantilla) en la pantalla Create
Run (Crear experimento). El archivo de plantilla contiene los encabezados de columna correctos para la
importación, con información sobre los marcadores de posición en cada columna. Utilice un editor
externo para personalizar el archivo de plantilla:

1 Añada la información de cada muestra del experimento.

2 Cuando haya añadido la información de todas las muestras, borre toda la información de
marcadores de posición que quede en las celdas sin usar.

3 Guarde el archivo de plantilla.

Para importar la información de las muestras, siga estos pasos:

1 Seleccione Import Samples (Importar muestras), acceda al archivo y selecciónelo.

2 Haga clic en el icono Print (Imprimir) para ver la disposición de la placa.

3 Seleccione Print (Imprimir) para poder imprimir la disposición de la placa y utilizarla como referencia a la
hora de preparar las bibliotecas.

4 [Opcional] Seleccione Export (Exportar) para exportar la información sobre las muestras a un archivo
externo.

5 Seleccione Save Run (Guardar experimento).
Si se han introducido menos de 24 muestras, se mostrará la ventana Insufficient Sample (Muestra
insuficiente). Seleccione Proceed (Continuar) para continuar, o Cancel (Cancelar) para editar las
muestras.

PRECAUCIÓN

Illumina no aprueba continuar con menos de 24 muestras. Consulte el prospecto TruSight Cystic Fibrosis
(documento con n.º de referencia 1000000097720) para obtener más información.

Edición de un experimento
Para obtener instrucciones sobre cómo editar la información del experimento antes de comenzar la
secuenciación, consulte la Guía de referencia del software Local Run Manager para MiSeqDx (documento
con n.º de referencia 1000000011880).

Métodos de análisis
Consulte el prospecto TruSight Cystic Fibrosis (documento con n.º de referencia 1000000097720), que
presenta una descripción de los métodos de análisis de TruSight Cystic Fibrosis.

Visualización del experimento y los resultados
1 En la pantalla principal de Local Run Manager, haga clic en el nombre del experimento.

2 En la ficha Run Overview (Resumen del experimento), revise los criterios de medición del experimento de
secuenciación.

3 [Opcional] Seleccione el icono Copy to Clipboard (Copiar en el portapapeles) para copiar la ruta de la
carpeta en la que se generan los resultados del experimento.

4 Seleccione la ficha Sequencing Information (Información sobre la secuenciación) para revisar los
parámetros del experimento y la información sobre los consumibles.
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5 Haga clic en la ficha Samples and Results (Muestras y resultados) para ver los resultados del análisis.
La ficha ofrece una lista de las muestras en la que se resume el índice de llamadas, el rendimiento, las
coordenadas no llamadas y la información sobre los controles.
u En caso de repetir el análisis, abra el menú desplegable Select Analysis (Seleccionar análisis) y escoja

el análisis que proceda.

6 [Opcional] Haga doble clic en el campo Comment (Comentario) para poder añadir observaciones sobre
cualquiera de las muestras de la lista. Haga clic en Save Changes (Guardar cambios).

7 Seleccione las muestras del listado para poder visualizar la información detallada sobre las variantes.
Dicha información se mostrará debajo del listado de muestras.

8 [Opcional] Haga doble clic en el campo de la columna Interpretation (Interpretación) para seleccionar una
de las siguientes opciones:
u CF (FQ): Causante de la fibrosis quística
u MVCC: Mutación de consecuencia clínica variable
u MOUS: Mutación de relevancia desconocida
u NCFCM: Mutación que no causa fibrosis quística
u Unknown (Desconocido)
Haga clic en Save Changes (Guardar cambios).

NOTA

Cada vez que se guarden los cambios, se generará un archivo de resultados en la carpeta Alignment
(Alineación). Este archivo incluye una marca de fecha y hora anexada al nombre del archivo con el formato
AAMMDD_HHMMSS.

Para obtener más información sobre las fichas Run Overview (Resumen del experimento) y Sequencing
Information (Información sobre la secuenciación), así como sobre cómo volver a poner en cola un análisis,
consulte la Guía de referencia del software Local Run Manager para MiSeqDx (documento con n.º de
referencia 1000000011880).

Archivo de datos de seguimiento del lote
En cuanto haya terminado el análisis, elija una de las siguientes opciones para ver el archivo LotTracking.txt.

u En la ficha Samples and Results (Muestras y resultados), haga clic en Export Lot Tracking Data (Exportar
datos de seguimiento del lote).

u Abra el fichero en la carpeta Alignment (Alineación).
La ruta a la carpeta Alignment (Alineación) se muestra en la ficha Samples and Results (Muestras y
resultados) en el campo Analysis Folder (Carpeta de análisis).
u [Opcional] Seleccione el icono Copy to Clipboard (Copiar en el portapapeles) para copiar la ruta de la

carpeta del análisis.

Cuando termina el análisis, se genera un archivo con los datos de seguimiento del lote en la carpeta
Alignment (Alineación) del experimento. Por ejemplo: MiSeqAnalysis\<Nombre de la carpeta del
experimento>\Alignment_N\AAMMDD_HHMMSS. N es un número secuencial que aumenta cuando se
vuelve a poner en cola el análisis. AAMMDD_HHMMSS es la marca de fecha y hora del experimento.
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Informe de resultados
Una vez ha finalizado el análisis secundario, los resultados del análisis se resumen en la ficha Samples and
Results (Muestras y resultados). Se creará un archivo de texto delimitado por tabulaciones (denominado
TruSightCFClinicalSequencingAssay.txt) correspondiente al ensayo que resumirá también los resultados del
análisis.

Los resultados que aparecen en el archivo de resultados del análisis incluyen la información disponible en la
ficha Samples and Results (Muestras y resultados). Elija una de las siguientes opciones para visualizar el
archivo de resultados del análisis TruSightCFClinicalSequencingAssay.txt:

u En la ficha Samples and Results (Muestras y resultados), haga clic en Export Data (Exportar datos).

u Abra el fichero en la carpeta Alignment (Alineación).
La ruta que lleva a la carpeta Alignment (Alineación) se muestra en el campo Analysis Folder (Carpeta de
análisis) de la ficha Samples and Results (Muestras y resultados).

NOTA

Seleccione el icono Copy to Clipboard (Copiar en el portapapeles) para copiar la ruta de la carpeta del
análisis.

Los archivos del análisis de cada experimento de secuenciación se almacenan en el instrumento, y se
guardan en MiSeqAnalysis\<Nombre de la carpeta del experimento>\Data\Intensities\BaseCalls y
MiSeqAnalysis\<Nombre de la carpeta del experimento>\Alignment_N\AAMMDD_HHMMSS. N es un número
secuencial que se incrementa cuando se vuelve a poner en cola el análisis. AAMMDD_HHMMSS es la marca
de fecha y hora del experimento.

Información del archivo de resultados del análisis
El archivo de resultados del análisis TruSightClinicalSequencingAssay.txt contiene tres secciones: el
encabezado del archivo, la información sobre las muestras y la información sobre las variantes de las
muestras. El encabezado del archivo es el que figura en primer lugar, e incluye información general sobre el
experimento. Tenga en cuenta que solo hay un encabezado de archivo por experimento. En contraste, se
incluye la información de cada una de las muestras empleadas en el análisis, así como la información de las
variantes de cada una de dichas muestras. Cada muestra presenta emparejadas ambas secciones.

En la siguiente tabla se ofrece una descripción de cada una de las filas del encabezado del archivo, que
contienen información sobre el experimento:

Encabezado de la fila Descripción

Test (Prueba) Describe la prueba que se ha realizado.

Run ID (ID del experimento) Corresponde al ID del experimento que MiSeq Operating Software (MOS) genera
cuando comienza el experimento de secuenciación.

Run Date (Fecha del
experimento)

Presenta la fecha, con formato AAMMDD, en la que se inició el experimento de
secuenciación en MOS.

Analysis Version (Versión del
análisis)

Se trata de la versión de software que se utilizó para el análisis.

Tabla 1 Encabezado del archivo (información sobre el experimento)
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En la siguiente tabla se ofrece una descripción de cada una de las filas de las secciones con información
sobre las muestras:

Encabezado de la fila Descripción

Sample ID (ID de la muestra) Nombre de la muestra que se introdujo al crear el experimento, junto con el ID del
análisis que asigna el software Local Run Manager. Cuando el experimento se
vuelve a poner en cola, la parte del nombre de la muestra que corresponde al ID de
esta se queda igual y lo que cambia es el ID del análisis.
Este campo solo se encuentra en el archivo *.txt.

Sample Name (Nombre de la
muestra)

Nombre de la muestra que se introdujo al crear el experimento.

Control (Control) Es el tipo de control que se facilitó al crear el experimento.
Los valores son positivos o negativos. Un campo vacío indica la presencia
únicamente de la muestra.

Comment (Comentario) Un campo de texto opcional para comentarios. Los comentarios de un experimento
de análisis anterior no pasan al siguiente experimento de análisis.

Performance (Rendimiento) Pass (Correcto) o Fail (Incorrecto) en función del índice de llamada.
Para una muestra de control positivo: 
• PASS (CORRECTO): Con un índice de llamada ≥99 %
• FAIL (INCORRECTO): Con un índice de llamada <99 %
Para una muestra de control negativo:
• PASS (CORRECTO): Con un índice de llamada ≤10 %
• FAIL (INCORRECTO): Con un índice de llamada >10 %
Para una muestra que no se ha etiquetado como un control positivo o negativo:
• PASS (CORRECTO): Con un índice de llamada ≥99 %
• FAIL (INCORRECTO): Con un índice de llamada <99 %

Sample Call Rate (Índice de
llamada de muestra)

Es el número de posiciones de variantes que cumplen un umbral de valor de
confianza predefinido dividido entre el total de posiciones de variantes
interrogadas.
El índice de llamada se describe por muestra y se incluye en el informe en forma de
porcentaje que se calcula como uno menos [número de posiciones de variantes
con llamadas incompletas dividido entre el número total de posiciones de variantes
secuenciadas].

Tabla 2 Sample Information (Información sobre la muestra)

En la siguiente tabla se ofrece una descripción de cada una de las columnas de las secciones sobre las
variantes de las muestras:

Encabezado de la columna Descripción

Variant Type (Tipo de variante) El tipo de variante.
• SNV: Variante de nucleótido único
• DIV: Variante de deleción/inserción
• DEL: Deleción de gran tamaño
• PolyTGPolyT: Genotipo PolyTG/PolyT del gen de la FQ

Coordinate (Coordenada) La posición genómica en la que se encontró la variante.
Coordinate (Coordenada) será el nombre del campo en el archivo *.txt.

Chromosome (Cromosoma) El ID del cromosoma de referencia.
Chromosome (Cromosoma) será el nombre del campo en el archivo *.txt.

Frequency (Frecuencia) La fracción de lecturas de la muestra que incluye la variante. Por ejemplo, si la base
de referencia en una posición determinada es A y la muestra 1 tiene 60 lecturas A y
40 lecturas T, la variante SNV tiene una frecuencia de variante de 0,4.

Tabla 3 Información sobre las variantes de las muestras
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Encabezado de la columna Descripción

Depth (Profundidad) El número de lecturas de una muestra que cubre una posición determinada.

cDNA Name (HGVS) [Nombre
de ADNc (HGVS)]

Descripción de una variante en el nivel de ADN que utiliza la nomenclatura de
secuencia de ADN de codificación (ADNc) conforme a las recomendaciones de la
Human Genome Variation Society (HGVS).

Protein Name (HGVS) [Nombre
de proteína (HGVS)]

Descripción de una variante en el nivel de proteínas que utiliza la nomenclatura de
secuencia de proteínas conforme a las recomendaciones de la Human Genome
Variation Society (HGVS).

dbSNP ID (ID de dbSNP) El ID de dbSNP de la variante.
dbSNP ID (ID de dbSNP) será el nombre del campo en el archivo *.txt.

Reference (Referencia) La base de referencia que se encuentra en la coordenada genómica en la que se
detectó la variante. Reference (Referencia) será el nombre del campo en el archivo
*.txt.

Result (Resultado) Genotipo de la variante.
• SNV o DIV: Describe los dos alelos que se han observado. Por ejemplo, A/T indica
una SNV heterocigótica en la que se observan ambos alelos, A y T. El alelo en
estado natural es el que se enumera primero y, a continuación, el de la variante.

• Small Deletions (Deleciones de pequeño tamaño): El alelo de la variante indica el
alelo que contiene la deleción. Por ejemplo, ATCT/A.

• Insertions (Inserciones): El alelo de la variante indica el alelo que contiene la
inserción. Por ejemplo, C/CT.

• DEL: El resultado se cataloga como Het Deletion (Deleción heterocigótica) o como
Hom Deletion (Deleción homocigótica).

• PolyTGPolyT: Informa sobre el genotipo en cuestión.
Result (Resultado) será el nombre del campo en el archivo *.txt.

Interpretation (Interpretación) Este campo permite al médico genetista proporcionar la interpretación clínica de la
mutación de cada muestra.
• CF (FQ): Causante de la fibrosis quística
• MVCC: Mutación de consecuencia clínica variable
• MOUS: Mutación de relevancia desconocida
• NCFCM: Mutación que no causa fibrosis quística
• Unknown (Desconocido)

En la sección Sample Variants Information (Información sobre las variantes de las muestras) también se
incluye una entrada denominada Coordinates Not Called (Coordenadas no llamadas), en la que se
enumeran las coordenadas genómicas dentro de la región objetivo en la que no se registró ninguna llamada
porque los valores de confianza eran demasiado bajos.
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Asistencia técnica

Si necesita asistencia técnica, póngase encontacto conel servicio de asistencia técnica
de Illumina.
Sitio web: www.illumina.com
Correo electrónico: techsupport@illumina.com

Númerosdel servicio de asistencia al cliente de Illumina

Región Teléfono gratuito Regional

Norteamérica +1 800 809 4566

Alemania +49 8001014940 +49 8938035677

Australia +1.800.775.688

Austria +43 800006249 +43 19286540

Bélgica +32 80077160 +32 34002973

China 400 066 5835

Corea del Sur +82 80 234 5300

Dinamarca +45 80820183 +45 89871156

España +34 911899417 +34 800300143

Finlandia +358 800918363 +358 974790110

Francia +33 805102193 +33 170770446

Hong Kong (China) 800960230

Irlanda +353 1800936608 +353 016950506

Italia +39 800985513 +39 236003759

Japón 0800 111 5011

Noruega +47 800 16836 +47 21939693

Nueva Zelanda 0800 451 650

Países Bajos +31 8000222493 +31 207132960

Reino Unido +44 8000126019 +44 2073057197

Singapur +1 800 579 2745

Suecia +46 850619671 +46 200883979

Suiza +41 565800000 +41 800200442

Taiwán (China) 00806651752

Otros países +44 1799 534000

Hojas de datos de seguridad (SDS): Disponibles en el sitio web de Illumina, support.illumina.com/sds.html.

Documentación del producto: Disponible para descargarla desde support.illumina.com.
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www.illumina.com

Illumina Netherlands B.V.

Steenoven 19

5626 DK Eindhoven

Países Bajos

Patrocinador australiano

Illumina Australia Pty Ltd

Nursing Association Building

Level 3, 535 Elizabeth Street

Melbourne, VIC 3000

Australia
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