illumina

Guia de referencia del software
MiSeq® Reporter para ensayos
de DIV

GAAAAGAATGATAACAGTAACACACTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTAC!
[GATAACAGTAACACACTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTCTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCG
' CACTGATTCAACGTACCAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTCTTCTGTTAACCTTAAGAT TACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACG!

ATAACAG;FAACA_IQFQE'I(;I('%II_ G'I'I'AACCTFAAGATFAC?GATCCA%'IE}GQ‘I&I’SA_IACGTACCGTAAAGAWACTI'Gé'_II'_EACAA_IQ'_ll'LIBAAA'I' %AACGTACCGTAAg%\AACGTATCAAEI}TT(FAAE(?CTAAATAWAACGTACCAT&AAGAG CTAG(

G GAAT AAC GATTACTTGATCCAC CGTACCGTAAAGATTACTT TACCGTAA! GTATC, AACGTAC

TGATAACAGTAACAC CTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTCTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAAC
\TTGAGACTAAATATTAACGTTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGT!
uTATCAA'ITGAGACTAAATATTAACGTAC'I'I'AACCTTAAGA'I'I'ACTI'GATCCACTGA'I'I'CAACGTACCGTAACGAACGTC'ITCTG'I'I'AACC'ITAAGA'I'I'ACTTGATCCACTGATI'CAACGTACCGTAACGAACGTATCAATI'GAGACTAACGACGA
\GACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTAAATATTAACGTACCATTAAGAGCTACCGTGCAACGACGAAAAGAAT GATAACAGTAACAC,
TGAEAACAGTAACAEAC'ITCTGTI’ATAI_CC%GAWA%TEGATCCACT%%EI’CAACGTACCGT%ACGAACGTATCAA'I;IEAF(&Q%LACATATAWAACGTACCA'I'I'AAGAGCTACCGTC'I'I'CTGTI'AACCWAAGATFAC'ITGATC%CGT/S_AFX&%ACl

ACCATTAAGAGCTACCGTGCAACTTAA A TTGATCCA ATTCAACGTACCGTAACGAACGTATC GA
\GCTACC! ATTACTTGATCCACTGATTCAA! Al CTGTT/ ATTACTTGATCCAC]

AACAGTAACACACTTCTGTT/ ATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAAAGA GATQ AAGAGCTAC
[GATAACAGTAACACACTTCTG AAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGACTA ACACACTTCTGT
ACCATTAAGAGCTACCGTGCAACAGTAACACACTTCT TTAAG GATCCACTGATTCAACGTAC AACGAJ AATG
TGATAACAGTAACACA CTG CTTAA! CTTGATCCACTGATTCAACGT/ GTAACGAACGTATCAATTGAGACTA ACTGATTCAAC!
SGTA CGAACGTATCATTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGT AACGAACGTATCAATTGAGA AA ITCTGTTAACCTT
\CTTGATCCACTGATTCAACGTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAACGAACGTATCAATTGAGCTTCTGTTAAC TAGCAACGACC
GAAAAGAATGATAACAGTAACACACTTCTGTTAACCTTAAGATTACTTGATCCACTGATTCAACGTACCGTAAAGATTACTTGAT( \TTAAGAGCTAC!

GAIACAGTACGTACM ‘
A CAGCGAAGACAGETTACCAT ‘

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO . J

PROPIEDAD DE ILLUMINA

N.° de documento 1000000015838 vO3 ESP
English Source: 15038356 vO3

April de 2020



Este documento y su contenido son propiedad de Illumina, Inc. y sus afiliados ("Illumina") y estan previstos solamente para el
uso contractual de sus clientes en conexién con el uso de los productos descritos en él y no para ningtin otro fin. Este
documento y su contenido no se utilizaran ni distribuirdn con ningtn otro fin ni tampoco se comunicaran, divulgaran ni
reproduciran en ninguna otra forma sin el consentimiento previo por escrito de Illumina. Illumina no transfiere mediante este
documento ninguna licencia bajo sus derechos de patente, marca comercial, copyright ni derechos de autor o similares
derechos de terceros.

Para asegurar el uso correcto y seguro de los productos descritos en este documento, el personal cualificado y adecuadamente
capacitado debe seguir las instrucciones incluidas en este de manera rigurosa y expresa. Se debe leer y entender
completamente todo el contenido de este documento antes de usar estos productos.

SI NO SE LEE COMPLETAMENTE EL DOCUMENTO Y NO SE SIGUEN EXPRESAMENTE TODAS LAS
INSTRUCCIONES DESCRITAS EN ESTE, PODRIAN PRODUCIRSE DANOS EN EL PRODUCTO, LESIONES
PERSONALES, INCLUIDOS LOS USUARIOS U OTRAS PERSONAS Y DANOS EN OTROS BIENES Y QUEDARA
ANULADA TODA GARANTIA APLICABLE AL PRODUCTO.

ILLUMINA NO ASUME RESPONSABILIDAD ALGUNA DERIVADA DEL USO INCORRECTO DE LOS PRODUCTOS
AQUI DESCRITOS (INCLUIDAS LAS PIEZAS O EL SOFTWARE).

© 2020 Illumina, Inc. Todos los derechos reservados.

Todas las marcas comerciales pertenecen a Illumina, Inc. o a sus respectivos propietarios. Para obtener informacién especifica
sobre las marcas comerciales, consulte www.illumina.com/company/legal. html.

N.° de documento 1000000015838 vO3 ESP
English Source: 15038356 v03


http://www.illumina.com/company/legal.html

Documento n.°
N.2 de documento
15038356 v03

N.2 de documento
15038356 v02

N.2 de documento
15038356 v01

N.° de referencia
15038356 Rev. A

Fecha

Abril
de 2020

Septiembre
de 2017

Diciembre
de 2016

Marzo de
2014

Descripcion del cambio

Se ha modificado la direccion del representante autorizado en la UE.
Se ha modificado la direcciéon del patrocinador australiano.

Se han actualizado las marcas normativas.

Informacion corregida en la tabla Targets (Objetivos) para el kit
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Descripcidon general

El instrumento MiSeqDx™ incluye tres aplicaciones de software que funcionan en
secuencia para generar imagenes de grupos de la celda de flujo, realizar andlisis de
imagenes y llamadas de bases, y llevar a cabo analisis secundarios integrados en el
instrumento.
Durante el experimento, MiSeq Operating Software (MOS) captura imagenes de grupos
de la celda de flujo para analisis de imagenes, ademas de hacer funcionar la platina de
la celda de flujo, ejecutar los comandos para dispensar reactivos y cambiar las
temperaturas de la celda de flujo.
El software de analisis primario integrado, analisis en tiempo real (RTA), realizara
analisis de imagenes y llamadas de base, y asignara una puntuacion de calidad a cada
base de cada ciclo a medida que progresa el experimento. La finalizacién del analisis
primario de RTA inicia MiSeq Reporter para que comience el analisis secundario.
MiSeq Reporter realiza un analisis secundario integrado en el instrumento de las
llamadas de bases y puntuaciones de calidad generadas por RTA durante el
experimento de secuenciacién. MiSeq Reporter se ejecuta como un servicio de Windows
y se puede visualizar a través de un explorador web. Otra posibilidad es instalarlo en
un ordenador fuera del instrumento. Para obtener mas informacién, consulte Instalacion
de MiSeq Reporter fuera del instrumento en la pagina 39.

Las aplicaciones de servicios de Windows realizan funciones especificas sin necesidad de
intervencién por parte del usuario y contintian ejecutandose en segundo plano siempre que
se esté ejecutando Windows. Dado que MiSeq Reporter se ejecuta como un servicio de
Windows, este comienza automaticamente el analisis secundario cuando ha finalizado el
analisis primario.

Los recursos informaticos del instrumento MiSeqDx se han concebido para secuenciar o
analizar. Si se inicia un nuevo experimento de secuenciacion en MiSeqDx antes de que
finalice el analisis secundario de un experimento anterior, aparece un cuadro de dialogo de
confirmacion. Tras confirmar el experimento de secuenciacion, se detiene el andlisis
secundario.

Para reiniciar el analisis, utilice la funcion Requeue (Reposicionar en la cola) en la interfaz
de MiSeq Reporter después de finalizar el nuevo experimento de secuenciacién. En ese
punto, el analisis secundario comenzara desde el principio.
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La interfaz de MiSeq Reporter solo se puede visualizar a través de un explorador web. Para
ver la interfaz de MiSeq Reporter, abra un explorador web en un ordenador con acceso a la
misma red que el instrumento MiSegDx. Conecte el servicio HTTP en el puerto 8042
mediante uno de los siguientes métodos:

Conecte utilizando la direccion IP del instrumento seguida de 8042.

Direccion IP Puerto de servicio Direccion HTTP
HTTP
10.10.10.10, por ejemplo 8042 10.10.10.10:8042

Conecte utilizando el nombre de red de MiSeqDx seguido de 8042.

Nombre de red Puerto de servicio Direccion HTTP
HTTP
MiSeqDx01, por ejemplo 8042 MiSeqDx01:8042

Para instalaciones de MiSeq Reporter fuera del instrumento, conecte utilizando el método
para aplicaciones de servicios instaladas de manera local, localhost seguido de 8042.

Fuera del instrumento Puerto de servicio Direccion HTTP
HTTP
localhost 8042 localhost:8042

Para obtener mas informacién, consulte Instalacion de MiSeq Reporter fuera del
instrumento en la pagina 39.
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Descripcidén general

Los conceptos y términos siguientes son comunes en MiSeq Reporter.

Concepto

Manifiesto

Repositorio
Carpeta del

experimento

Hoja de muestras

Flujo de trabajo

Descripcion

Archivo que especifica el genoma de referencia y las regiones de
referencia objetivo que se deben utilizar en el paso de alineacion.

El archivo de manifiesto que se utiliza en los ensayos de fibrosis
quistica se carga previamente en MiSeqDx.

Una carpeta que alberga los datos generados durante los
experimentos de secuenciacion. Cada carpeta del experimento es una
subcarpeta dentro del repositorio.

Estructura de carpetas que contiene el software de analisis principal
RTA (carpeta MiSeqOutput) o carpeta que contiene MiSeq Reporter
(MiSeqAnalysis).

Un archivo de valores separados por coma (*.csv) que contiene la
informacién necesaria para configurar y analizar un experimento de
secuenciacion, incluida una lista de muestras y sus secuencias de indice.
Se crea fuera del instrumento mediante Illumina Worklist Manager.
La hoja de muestras debe proporcionarse durante los pasos de
configuracion del experimento en MiSeqDx. Después de que comience
el experimento, la hoja de muestras cambia de nombre
automaticamente a SampleSheet.csv y se copia en las carpetas del
experimento: MiSeqOutput y MiSeqAnalysis.

Un procedimiento del analisis secundario que realiza MiSeq Reporter.
El flujo de trabajo de cada experimento se especifica en la informacion
de la hoja de muestras.
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Cuando MiSeq Reporter se abre en el explorador, aparece la pantalla principal con una
imagen del instrumento en el centro. Los iconos de configuracién y ayuda se encuentran en
la esquina superior derecha, mientras que la ficha Analyses (Analisis) se encuentra en la
esquina superior izquierda.

Ayuda de MiSeq Reporter: seleccione el icono de ayuda para abrir la documentacion

de MiSeq Reporter en la ventana del explorador.

Configuracion: seleccione el icono de configuracién & para cambiar la ruta del

repositorio y la URL del servidor.

Ficha Analyses (Analisis): seleccione Analyses (Analisis) para ampliar la ficha.

La ficha Analyses (Analisis) muestra una lista de experimentos de analisis que se han

finalizado, puesto en cola para su analisis o que actualmente se encuentran en proceso.

Pantalla principal de MiSeq Reporter

Utilice la funcién de configuracién  para cambiar la URL del servidor y la ruta del
repositorio:
Server URL (URL del servidor): servidor en el que se ejecuta MiSeq Reporter.
Repository path (Ruta del repositorio): ubicacion de la carpeta de andlisis en la que se
graban los archivos de resultados.

Configuracion de URL del servidor y del repositorio

Server URL | hittp:Mocalhost:3042/ |

Repository | D:llumina\MiSeqAnalysis |

(@ ok J € cANCEL |

Normalmente, no es necesario que cambie esta configuraciéon a menos que MiSeq Reporter
se gjecute fuera del instrumento. En tal caso, establezca la ruta del repositorio en la
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Descripcidén general

ubicacion de red de la carpeta MiSeqOutput. Para obtener mas informacién, consulte Uso de
MiSeq Reporter fuera del instrumento en la pagina 41.

La ficha Analyses (Analisis) muestra todos los experimentos de secuenciacion que se
encuentran ubicados en el repositorio especificado. En esta ficha, se pueden abrir los
resultados de cualquier experimento que figure en ella o se puede volver a poner en cola
un experimento seleccionado para su analisis.

Seleccione el icono de Refresh Analysis List [*| (Actualizar lista de andlisis) en la esquina
superior derecha para actualizar la lista en cualquier momento.

Ficha Analyses (Analisis) ampliada

Analyses S
Completed
State Type Run Completed On Requeue
./ c 121017 _M00368_0075_A000000000-A1AH1 101772012 11:01:03 AM = b |
f C we2301 0152012 11:43:30 AM O
( C  we2301 10132012 10:44-41 PM O
./ c weza 10/12/2012 4:39:06 PM (] _
v/ c WG226_121005_M00231_0034_000000000-A1B5D 10/8/2012 9:17:03 AM =]
( C 121002_M00365_0095_A000000000-41RNR 10/3/2012 7:55:32 PM 1]
./ [ o4 JS083_WREPORT_120927_M00231_0032_000000000-ATNUG  10/1/2012 3:11:36 PM =]

Las columnas de la ficha Analyses (Analisis) son State (Estado), Type (Tipo), Run
(Experimento), Completed On (Finalizado el) y Requeue (Volver a poner en cola):
State (Estado): muestra el estado actual del analisis utilizando uno de los tres iconos
de estado.

Iconos de estado de analisis
Icono | Descripcion
‘/f Indica que el analisis secundario se ha realizado correctamente.

g Indica que el analisis secundario esta en curso.

"l. "F.

x Indica que se han producido errores y que el analisis secundario no se
ha realizado correctamente.

Type (Tipo): muestra el flujo de trabajo de analisis asociado con cada experimento
mediante una designacién de una sola letra. En el caso de los ensayos de FQ y el kit
universal 1.0, la designacién de letra es C.

Run (Experimento): el nombre de la carpeta del experimento en las carpetas
MiSeqOutput y MiSeqAnalysis.

Completed On (Finalizado el): la fecha en que se finaliz6 el andlisis secundario.
Requeue (Volver a poner en cola): seleccione la casilla de verificacion para volver a
poner en cola un trabajo especifico para su analisis. Aparece el boton Requeue (Volver
a poner en cola). Para obtener mas informacion, consulte Puesta de un andlisis en cola por
segunda vez en la pagina 13.

Cuando se pone en cola el andlisis, el experimento aparece en la parte inferior de la ficha
& T . . . . . .'*
Analyses (Analisis) y se indica como si estuviera en curso con el icono *..
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Experimento en cola en la ficha Analyses (Analisis)

( c J5092_120921_M0O0369_0092_A000000000-A1AHY 9/22/2012 9:20:38 FM (]

( c WG223 9/20/2012 10:15:33 PM =) E
Queued
State Type Run Started/Queued On

g

o c 121017_M00231_0020_A000000000-A1B5F  10/17/2012 12:11:33 PM

Después de seleccionar un experimento en la ficha Analyses (Analisis), la informacién y
los resultados de dicho experimento apareceran en una serie de fichas en la interfaz de
MiSeq Reporter: Summary (Resumen), Details (Detalles), Analysis Info (Informacién

del analisis), Sample Sheet (Hoja de muestras), Logs (Registros) y Errors (Errores).

La informacion sobre las fichas Analysis Info (Informacién del analisis) y Sample Sheet
(Hoja de muestras) aparece al principio. Todas las fichas se cumplimentan cuando finaliza
el analisis.

Fichas Information (Informacién) y Results (Resultados)

Summary | Details | Analysis Info | Sample Sheet | Logs | Erors

Low Percentages
0.600 %

0,500 %%

La ficha Summary (Resumen) contiene un resumen de los resultados de los analisis. En la
ficha Summary (Resumen) aparecen cuatro graficos:

Grafico Low Percentages (Porcentajes bajos): Muestra los valores de fase de hebra
retrasada, fase de hebra adelantada y las incoherencias en porcentajes. Unos
porcentajes bajos indican unas estadisticas del experimento buenas. Para obtener mas
informacion, consulte Hebra retrasada y hebra adelantada en la pagina 14.

Grafico High Percentages (Porcentajes altos): Muestra los grupos que superan el filtro,
la alineacion con respecto a un control y las intensidades en porcentajes. Unos
porcentajes altos indican unas estadisticas del experimento buenas.

Grafico Clusters (Grupos): Muestra el nimero de grupos sin procesar, los grupos que
superan el filtro, los grupos que no se alinearon, los grupos que no se asociaron con un
indice y los duplicados.

Grafico Mismatch (Incoherencias): Muestra las incoherencias por ciclo. Una
incoherencia se refiere a cualquier incoherencia entre la lectura de secuenciacion y un
genoma de referencia tras la alineacion.
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La ficha Details (Detalles) contiene detalles de los resultados del analisis. Las tablas y
graficos siguientes pueden aparecer en la ficha Details (Detalles) en funcién del ensayo o
kit utilizado:

Tabla Samples (Muestras): Resume los resultados de secuenciacion de cada muestra.
Tabla Targets (Objetivos): Muestra las estadisticas de las regiones objetivo de una
muestra seleccionada. (Solamente kit universal 1.0)

Tabla Variants (Variantes): Muestra las diferencias entre el ADN de muestra y el
control.

Grafico Coverage (Cobertura): Muestra el nivel de profundidad empleado en la
secuenciacion de la muestra mediante la medicion del ntimero de bases presentes en la
secuencia de la muestra por cada posicion del control.

Grafico Qscore (Puntuacién de calidad): Muestra la puntuacion de calidad media, que
es la probabilidad estimada de que se produzca un error de llamada de bases. Para
obtener mas informacion, consulte Grifico Qscore (Puntuacion de calidad) en la pagina 33.
Grafico Variant Score (Puntuacién de variantes): Muestra la ubicacion de las variantes
de nucledtido simple (SNV) y las inserciones y deleciones.

Ejemplo de ficha Details (Detalles) del ensayo de 139 variantes de FQ

3

) | Surmary | e syt | Sampe s | Lo | s 121017_M00369_0075_A000000000-A1AH1
g —_—
5 Samples (48 Search 6] o}
U] |# samplelD SampleName CallRate  Pedormance  Control  Comment |

NAQ1445 NAD1445 100.00 Pass P

2 N&a02828 NAD2328 100.00 Pass :]

3 NAD4330 NAD4330 100.00 Pass

4 NA&O7339 NADT339 100.00 Pass

5 maoTst waoTist 0000 Pass

8 NADT441 NADT441 100.00 Pass

7 mAoTTR2 | maoTTR2 0000 Pass

8 NAQTE54 NADT854 100.00 Pass

s maoTes?  waorasT 0000 Pass |

Variants Searcn O]

* Sample 1D ‘Sample Name Mutation Name Type dbSNP rsID CFTR Gene Region ‘Genomic Location ©DNA Name (HGVS) Protein Name (HGVS) Result

NAO1445  NAD1445 PolyTG/PolyT  PolyTGPolyT MiA Intron 9 117188661-117188683 ¢ 1210-12T[5_9] NA (TGHOTITATGNOMS | 53¢

2 NADT445 NAD1445 F508del o rs113993960  Exon 11 117199645 ©.1521_1523delCTT p.Phes0sdel HET 30

3 NAD1445 NAD1445 W1282X SNV 377010898 Exon 23 117282620 ©3846GxA p.Trp1282X HET

o I .
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Ejemplo de ficha Details (Detalles) para el kit universal 1.0
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Los resultados de las tablas Samples (Muestras), Targets (Objetivos) o Variants
(Variantes) se pueden exportar de manera individual a un archivo de texto con
elicono de exportacion de datos de tabla a archivo de texto. Esta exportacion
no modifica el archivo del informe del analisis.

En el caso de los ensayos de FQ, los resultados se pueden exportar al archivo del
informe del analisis de FQ con el icono de exportacion de datos a informe de

FQ. Para obtener mas informacién, consulte Archivos de resultados de andlisis de
los ensayos de FQ en la pagina 35.

La ficha Analysis Info (Informacion de andlisis) contiene informacién logistica sobre el

experimento y el analisis.

Ficha Analysis Info (Informacion del analisis)
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Descripcidén general

Ficha Analysis Info (Informacion del analisis)

Fila

Read Cycles
(Ciclos de lectura)

Start Time (Hora
de inicio)

Completion Time
(Hora de
finalizacion)

Data Folder
(Carpeta de datos)

Analysis Folder
(Carpeta de
analisis)

Copy Folder
(Carpeta de copia)

Descripcion

Una representacion del nimero de ciclos en cada lectura, incluida la
anotacion de cualquier lectura del indice. Por ejemplo, un experimento
anotado como 151, 8 (I), 8 (I) significa lo siguiente: 151 indica 151 ciclos
para la primera lectura, 8 ciclos para la primera lectura del indice, 8 ciclos
para la segunda lectura del indice y una lectura final de 151 ciclos.

La hora del reloj a la que se inici6 el andlisis secundario.

La hora a la que finalizé el andlisis secundario.

El nivel raiz de la carpeta de resultados producido por el software de
analisis primario de RTA (MiSeqOutput), que contiene todos los resultados
del analisis primario y secundario del experimento.

La ruta completa a la carpeta de alineacion de la carpeta MiSeqAnalysis
(Data\ Intensities\ BaseCalls\ Alignment).

La ruta completa hasta la subcarpeta de muestras en cola en la carpeta
MiSeqAnalysis.

La ficha Sample Sheet (Hoja de muestras) contiene parametros del experimento
especificados en la hoja de muestras, ademas de ofrecer herramientas para editar esta
ultima y, a continuacion, volver a poner en cola el experimento.

Ficha de hoja de muestras, ejemplo de kit universal 1.0
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Contenido de la ficha Sample Sheet (Hoja de muestras)

Fila Descripcion

Date (Fecha) La fecha en que se realizé el experimento de secuenciacion.
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Contenido de la ficha Sample Sheet (Hoja de muestras)

Fila

Workflow (Flujo
de trabajo)
Application
(Aplicacion)
Assay (Ensayo)
Chemistry
(Composicion
quimica)
Manifests

(Manifiestos)

Reads (Lecturas)

Settings
(Configuracion)

Data (Datos)

Descripcion

El flujo de trabajo de andlisis del experimento.

En el caso de los ensayos de FQ y el kit universal 1.0, el nombre del flujo de
trabajo es Custom Amplicon (Amplicon personalizado).

Nombre de la aplicacion. Lo utiliza el software Illumina Worklist Manager.
Este campo indica el ensayo o el kit que se utiliza para el experimento.

Nombre del ensayo o el kit.

El nombre quimico identifica los fragmentos de formula que se utilizan
para la férmula del experimento especifico. En los experimentos de
MiSeqDx, el nombre quimico es "amplicon" (amplicén).

Elnombre del archivo de manifiesto que especifica el genoma de referencia
y las regiones de referencia objetivo que se deben utilizar en el paso de
alineacion.

El ntimero de ciclos llevados a cabo en la Lectura 1y la Lectura 2.
Las lecturas del indice no se incluyen en esta seccion.

Pardametros del experimento opcionales.

ElID de la muestra, el nombre de la muestra, las secuencias de indices y la

la110day bagl|N ap zelialu|

ruta a la carpeta de genoma. Los requisitos varian en funcion del flujo de
trabajo.

La ficha Logs (Registros) muestra cada paso que se ha llevado a cabo durante el analisis.
Estos pasos se registran en archivos de registro ubicados en la carpeta Logs (Registros). Se
genera un resumen en AnalysisLog.txt, que es un archivo importante para solucionar
posibles problemas.

La ficha Errors (Errores) muestra cualquier error que se haya producido durante el analisis.
Se genera un resumen en AnalysisError.txt, que es un archivo importante para solucionar
posibles problemas.

Los datos de la hoja de muestras se pueden editar para un experimento especifico en la
ficha Sample Sheet (Hoja de muestras) en la interfaz web de MiSeq Reporter. Para editar la
hoja de muestras se necesitan un ratén y un teclado.

] PRECAUCION

La edicién de la informacion de la hoja de muestras debe realizarse extremando el cuidado y
la precaucion. El seguimiento de las muestras podria verse alterado y traducirse en unos
resultados incorrectos.

J

Para editar una fila de la hoja de muestras, haga clic en el campo y, a continuacion,
realice los cambios necesarios.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV



Descripcidén general

Para afiadir una fila a la hoja de muestras, haga clic en la fila y seleccione Add Row
(Afiadir fila). La nueva fila aparecera debajo de la fila seleccionada.

ADD ROW

Para eliminar una fila de la hoja de muestras, haga clic en la fila y seleccione Delete
Row (Eliminar fila).

DELETE ROW

Tras finalizar los cambios en la hoja de muestras, seleccione Save and Requeue
(Guardar y volver a poner en cola). De esta forma, se guardaran los cambios y se
iniciara el andlisis secundario con la hoja de muestras editada.

REQUEUE

|

Si se realiz6 un cambio en la hoja de muestras por error, haga clic en la ficha
adyacente antes de guardar los cambios. Aparecera un mensaje de advertencia que
indica que no se han guardado los cambios. Haga clic en Discard (Descartar) para
deshacer los cambios.

DISCARD

MiSeq Reporter ofrece la posibilidad de guardar una imagen de los graficos que genera un
experimento. Haga clic con el botén derecho sobre cualquier ubicacion en la ficha
Summary (Resumen) o en la ubicacién de los graficos en la ficha Details (Detalles) y, a
continuacidn, haga clic con el botén izquierdo en Save Image As (Guardar imagen como).
Cuando se le solicite, asigne un nombre al archivo y vaya a una ubicacion para guardar
dicho archivo.

Todas las imagenes se guardan en formato JPG. Los graficos se exportan como un solo
grafico de todos los que figuran en la ficha. Para utilizar esta opcién es necesario un raton.
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Se puede volver a poner en cola un andlisis en la interfaz web de MiSeq Reporter. Antes de
continuar, compruebe que no haya ningtin experimento de secuenciacion en curso.
Cada vez que vuelve a poner en cola un analisis, se crea una nueva carpeta de alineacion
en la carpeta MiSeqAnalysis con un ntimero secuencial junto al nombre. Por ejemplo,
Alignment, Alignmentl, Alignment2.

MiSeqgAnalysis \<NombreCarpetaExperimento>\Data \ Intensities \

BaseCalls\ Alignment2

1 En la interfaz web de MiSeq Reporter, haga clic en Analyses (Analisis).

2 Localice el experimento en la lista de experimentos disponibles y haga clic en la casilla
de verificacion Requeue (Volver a poner en cola) junto al nombre del experimento.
Si no figura el experimento, cambie el repositorio especificado a la ubicacién correcta.
Para obtener mas informacion, consulte Configuracion de URL del servidor o del
repositorio en la pagina 5.

Puesta de un analisis en cola por segunda vez

Analyses A
Completed @
State Type Run Completed On Requeue

{ C 121017_MO0369_0075_A000000000-A1AH1 10/M17/2012 11:01:03 AM m

/ C we230_1 10/15/2012 11:43:30 AM O

«/ C we230_1 101372012 10:44.41 PM &l

{ C o owaen 10M2/2012 4:39:06 PM &

/ C  WG226_121005_MD0231_0034_000000000-A1B5D  10/8/2012 9:17:03 AM &l

{ Cc 121002_MO0269_0095_A000000000-A1RNR 10/3/2012 7:55:32 PM &

3 Haga clic en Requeue (Volver a poner en cola). El icono de la columna State (Estado) a
la izquierda del nombre del experimento cambia para mostrar que ese analisis se
encuentra en curso .

'8 NOTA
N Si el analisis no se inicia, asegurese de que estan presentes los siguientes archivos de
entrada en la carpeta del experimento del analisis: SampleSheet.csv, RTAComplete.txt y
RunInfo.xml.
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Descripcidén general

Durante el experimento de secuenciacion, el analisis en tiempo real (RTA) genera archivos
de datos que incluyen métricas de analisis que utiliza MiSeq Reporter para el analisis
secundario. Las métricas que aparecen en los informes de los andlisis secundarios son
grupos que superan el filtro, puntuaciones de calidad de las llamadas de bases y valores
de hebra retrasada y hebra adelantada.

Los grupos que superan el filtro constituyen una medicion de la calidad de los grupos.
Este filtro elimina los datos menos fiables mediante la filtraciéon de incidencias para
eliminar cualquier lectura que no cumpla los requisitos de calidad general. Los grupos que
superan el filtro se representan con PF en los informes de analisis.

Una puntuacién de calidad, o puntuacién Q, es una prediccion de la probabilidad de
obtener una llamada de bases incorrecta. Durante el experimento de secuenciacion, se
registran las puntuaciones de calidad de la llamada de bases de cada ciclo. Durante el
analisis, las puntuaciones de calidad se registran en los archivos FASTQ en un formato
codificado ASCIL

En la siguiente tabla, figura la relacién entre la puntuacién de calidad y la probabilidad de
€rTor.

Puntuacion de calidad Probabilidad de error
Q40 0,0001 (1 entre 10 000)
Q30 0,001 (1 entre 1000)
Q20 0,01 (1 entre 100)

Q10 0,1 (1 entre 10)

Durante la reaccion de secuenciacion, cada cadena de ADN de un grupo se amplia en una
base por cada ciclo. Una pequefia porcién de las cadenas puede encontrarse fuera de la
hebra con el ciclo de incorporacion actual, ya sea porque se encuentre una base atras (hebra
retrasada) o se adelante una base (hebra adelantada). Los valores de hebra retrasada y
hebra adelantada indican una estimacion de la fraccién de moléculas que se han dividido
o predividido en cada ciclo.

Hebra retrasada y hebra adelantada

B
A

A Lectura con una base con hebra retrasada
B Lectura con una base con hebra adelantada
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El niimero de ciclos realizados en una lectura es de un ciclo mas que el niimero de ciclos
analizados. Por ejemplo, un experimento de 150 ciclos de "paired-end" realiza dos lecturas
de 151 ciclos (2 x 151) para un total de 302 ciclos. Al final del experimento, se habran
analizado 2 x 150 ciclos. Se requiere realizar el ciclo adicional en la lectura 1 y la lectura 2
para los calculos de hebra adelantada.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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Descripcidon general

MiSeq Reporter realiza un analisis secundario con una serie de procedimientos de analisis,
que incluyen el demultiplexado, la generacién de archivos FASTQ, la alineacion vy las
llamadas de variantes.

El demultiplexado es el primer paso en el andlisis si la hoja de muestras contiene varias
muestras y el experimento tiene lecturas del indice.

El demultiplexado separa datos de las muestras agrupadas en funciéon de las secuencias de
indice cortas que marcan las muestras de diferentes bibliotecas. Cada secuencia de lectura
del indice se compara con las secuencias de indice especificadas en la hoja de muestras.
En este paso, no se considera ningtin valor de calidad.

Tras el demultiplexado, este procedimiento genera archivos intermedios en formato de
archivo FASTQ, que es un formato de texto empleado para representar secuencias.

Los archivos FASTQ son la entrada principal para el paso de alineaciéon. Los archivos
FASTQ contienen las lecturas de cada muestra y las puntuaciones de calidad, excepto las
lecturas de los grupos que no hayan superado el filtro.

La alineacion compara secuencias con la referencia para identificar una relacién entre las
secuencias y asigna una puntuacién en funcion de las regiones de similitud. Las lecturas
alineadas se escriben en archivos con formato BAM.

Para los datos generados en MiSeq Reporter, MiSeqDx utiliza un algoritmo de Smith-
Waterman de bandas que realiza las alineaciones de secuencias locales para determinar
regiones similares entre dos secuencias. En lugar de considerar la secuencia total, el
algoritmo de Smith-Waterman compara los segmentos de todas las longitudes posibles.
Las alineaciones locales resultan ttiles para secuencias no similares de las que se sospeche
que contengan regiones de similitud dentro de una secuencia de mayor longitud.

Las llamadas de variantes registran los polimorfismos de nucleétido tinico (SNP), las
inserciones y deleciones, y otras variantes estructurales.

Para los datos generados en el instrumento MiSeqDx, las llamadas de variantes las realiza
el llamador de variantes Starling de MiSeq Reporter. Este llamador llama a los SNP y a las
inserciones y deleciones pequenas, y resume la profundidad y la probabilidad de los
errores de cada sitio del genoma. Para cada llamada de inserciones y deleciones o SNP, la
probabilidad de un error se proporciona como puntuacién de calidad de una variante.

Tras la finalizacion, Starling genera informes en formato HTML de SNP e inserciones y
deleciones, asi como archivos de texto delimitado por tabulaciones con variantes en
formato de llamada de variantes (VCF). Para obtener mas informacion, consulte Formato de
archivo VCF en la pagina 48.
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La carpeta MiSeqAnalysis es la carpeta del experimento principal de MiSeq Reporter.

La relacién entre las carpetas de experimento MiSeqOutput y MiSeqAnalysis se resume de

la siguiente manera:
Durante la secuenciacion, el analisis en tiempo real (RTA) completa la carpeta
MiSeqOutput con los archivos que se han generado durante el analisis primario.
Excepto en el caso de imdgenes de enfoque o en miniatura, las copias del RTA se
archivan en la carpeta MiSeqAnalysis en tiempo real. Cuando finaliza el analisis
principal, el RTA escribe el archivo RTAComplete.xml en las dos carpetas del
experimento.
MiSeq Reporter supervisa la carpeta MiSeqAnalysis y comienza el analisis secundario
cuando el archivo RTAComplete.xml aparece.
A medida que contintia el analisis secundario, MiSeq Reporter escribe los archivos de
resultados de analisis en la carpeta MiSeqAnalysis y, a continuacion, copia los
archivos en la carpeta MiSeqOutput.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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Visualizacién de datos

MiSeq Reporter realiza el analisis secundario y genera diversos tipos de informacion
especificos del ensayo tras realizar el andlisis. Los resultados aparecen en la interfaz web
de MiSeq Reporter en forma de graficos y tablas para cada experimento. Los productos de
MiSeqDx incluyen los enumerados en la tabla siguiente:

Producto

Ensayo de
139 variantes de
fibrosis quistica

Ensayo de
secuenciacion clinica de
fibrosis quistica

Kit universal 1.0

Descripcion

Detecta 139 variantes clinicamente relevantes del gen CFTR de un
maximo de 48 muestras.

Detecta mutaciones en las regiones de codificacion de proteinas
incluidas las fronteras intrén/exdén, dos deleciones de gran tamafio y
dos mutaciones intrénicas profundas en el gen CFTR de un maximo
de 8 muestras.

Conjunto de reactivos y consumibles utilizado junto con
oligonucleétidos personalizados proporcionados por el usuario para
llevar a cabo la resecuenciacion selectiva de regiones gendémicas de
interés especificas.
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MiSeq Reporter requiere los siguientes archivos de analisis principal generados durante el
experimento de secuenciacion para llevar a cabo el andlisis secundario o volver a poner en
cola el analisis. Los archivos del analisis primario, tales como *.bcl, * filter y *.locs, son
necesarios para efectuar el analisis.

No es necesario mover ni copiar archivos en otra ubicacién antes de iniciar el analisis.
Los archivos necesarios se copian automaticamente en la carpeta MiSeqAnalysis durante el
proceso de secuenciacion.

Nombre de archivo Descripcion

RTAComplete.txt Un archivo de marcador que indica que el procesamiento de RTA ha
finalizado. La presencia de este archivo activa MiSeq Reporter para que
ponga en cola el analisis.

SampleSheet.csv Proporciona parametros para el experimento y los andlisis posteriores. Al
inicio del experimento, la hoja de muestras se copia en el nivel raiz de la
carpeta del experimento y cambia su nombre a SampleSheet.csv.

RunInfo.xml Contiene informacién del experimento de alto nivel, como el nimero de

lecturas y ciclos en el experimento de secuenciacion, y si se ha indexado o
no una lectura.

MiSegDx incluye bases de datos y genomas instalados previamente.

Preinstalado Descripcion

Bases de datos dbSNP para humanos, version 131
refGene para humanos

Genomas humano (Homo sapiens) version hg19

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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Visualizacidon de datos

El flujo de trabajo Custom Amplicon (Amplicon personalizado) empleado para los ensayos
de FQ y el kit universal 1.0 evaltian las regiones breves de ADN amplificado, o los
amplicones, para las variantes. La secuenciacion de amplicones enfocada permite una alta
cobertura de regiones particulares a lo largo de un gran ntimero de muestras.

Después del demultiplexado y de la generacién del archivo FASTQ, el flujo de trabajo
realiza los siguientes pasos:
Alineacion: los grupos de cada muestra se alinean en relacién con las secuencias de
amplicones especificadas en el archivo de manifiesto.
En el caso de los datos "paired-end", cada lectura se evaltia inicialmente en
términos de alineacion respecto a las secuencias de sonda significativas de dicha
lectura. La Lectura 1 se evaltia comparandola con el complemento inverso de los
oligonucleétidos especificos del locus descendente (DLSO) y la Lectura 2 se evaltia
comparandola con los oligonucledtidos especificos del locus ascendente (ULSO). Si
el comienzo de una secuencia de lectura coincide con una secuencia de sonda con
solo una incoherencia, la longitud completa de la lectura se alineara con la
secuencia objetivo de amplicones de dicha secuencia de sonda. Esta alineacién se
realiza a lo largo de la longitud de las secuencias objetivo de amplicones mediante
una alineacion de Smith-Waterman en bandas.
Las inserciones y deleciones dentro de los DLSO y los ULSO no se observan debido
a la quimica del ensayo.
Evaluacién "paired-end": en el caso de experimentos "paired-end", se considera la
alineacién de mayor puntuacion de cada lectura. Si ninguna de las lecturas se aline6 o
se alined a cromosomas diferentes, estas lecturas se marcan como un par sin resolver.
Ademas, si las dos alineaciones proceden de amplicones diferentes (esto es, filas
diferentes en la seccidon de objetivos del manifiesto), las lecturas se marcaran como un
par sin resolver.
Agrupacion/clasificacion: las lecturas se agrupan por muestra y cromosoma y, a
continuacidn, se clasifican segin la posicion del cromosoma. Los resultados se
incluyen en un archivo BAM por muestra.
Llamada de variantes: las mutaciones se identifican mediante el llamador de
variantes. Para obtener mas informacién, consulte Llamadas de variantes en la pagina 16.
Analisis y anotacién de variantes: con una base de datos SNP (dbsnp.txt) previamente
instalada, se marca cualquier mutacion conocida en el archivo del informe del analisis.
Generacion de informes de estadisticas: las estadisticas se resumen y se incluyen en
un informe.

La informacion que aparece en la ficha Summary (Resumen) incluye un grafico de bajos
porcentajes, un grafico de altos porcentajes, un grafico de grupos y un grafico de
incoherencias.
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Ejemplo de ficha Summary (Resumen)

SIEATYHY. B

Summary | Dutails | Analysis Infa | Sampls Sheet | Logs | Errom

Lew Percentages

Phasieg 2 PrePhusing 3 ProPhasing 2 Mismaich | Mismalcs 2

High Percentages
8.9 %

Be1m

(TR

121017_M00231_0020_A000000000-A1BSF

Clusters

w0

L il ]

Unalgred nivdaned Dupuate

Mismatch

§ 50.0 % éu‘l‘-
£ aaw .
pe» N E—— -—
v ign Algn3 130755 1307152 DF Resynihesis A A A R SO ST
Eje Y Eje X Descripcion
Percent Phasing 1 (Hebra El porcentaje de moléculas en un grupo que se encuentra
(Porcentaje) | retrasada 1) detras del ciclo actual en la Lectura 1.
Phasing 2 (Hebra El porcentaje de moléculas en un grupo que se encuentra
retrasada 2) detras del ciclo actual en la Lectura 2.
PrePhasing 1 (Hebra | El porcentaje de moléculas en un grupo que se proceso antes
adelantada 1) del ciclo actual en la Lectura 1.
PrePhasing 2 (Hebra | El porcentaje de moléculas en un grupo que se procesd antes
adelantada 2) del ciclo actual en la Lectura 2.
Mismatch 1 El porcentaje promedio de incoherencias de la Lectura 1 de
(Incoherencia 1) todos los ciclos.
Mismatch 2 El porcentaje promedio de incoherencias de la Lectura 2 de
(Incoherencia 2) todos los ciclos.
Eje Y Eje X Descripcion
Percent PF El porcentaje de grupos que superan el filtro.
(Porcentaje) Align 1 El porcentaje de grupos que se alined con la referencia en la
(Alineacion 1) Lectura 1.
Align 2 El porcentaje de grupos que se alined con la referencia en la
(Alineacion 2) | Lectura2.
120/ 111 El indice de intensidades en el ciclo 20 en relacion con las
intensidades en el ciclo 1 de la Lectura 1.
120/ 112 El indice de intensidades en el ciclo 20 en relacion con las
intensidades en el ciclo 1 de la Lectura 2.
PE Resynthesis | El indice de intensidades del primer ciclo de la Lectura 1 en
(Resintesis de relacion con las intensidades del primer ciclo de la Lectura 2.
PE)
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de datos

7

Izaclon

Visual

Eje Y Eje X

Clusters | Raw (Sin

(Grupos) | procesar)
PF

Unaligned

(No

alineados)
Unindexed

(No

Descripcion

Elnamero total de grupos detectados en el experimento.

Elntmero total de grupos que superan el filtro en el experimento.

ninguna secuencia de indice en el experimento.

indexados)

Duplicate
(Duplicados)

Eje Y Eje

Este valor no se aplica a los ensayos de FQ o el kit universal 1.0, por lo
que siempre sera cero.

X

Percent Cycle
(Porcentaje) (Ciclo)

La informacion que aparece en la ficha Details (Detalles) del ensayo de 139 variantes de FQ

Descripcion

Muestra el porcentaje de incoherencias de todos los grupos de un

experimento por ciclo.

incluye una tabla de muestras y una tabla de variantes.

Ejemplo de ficha Details (Detalles) del ensayo de 139 variantes de FQ

Elnamero total de grupos que superan el filtro que no se alined con el
genoma de referencia, si procede. Los grupos que no se han indexado no
se incluyen en el recuento de no alineados.

Elnamero total de grupos que superan el filtro que no se asociaron con

SASATYNY

NAOT445  NADI445

2 NADI445  NAD144S
3 NADI44S  NAD144S

[o]

PolyTG/PolyT
F508del
W1282X

oIV
SNV

15113983960
rST7010898

Exon 11
Exon 23

117199645
117262620

c1521_1523deiCTT  p.PheS0adel
©.38466>A p.TrR1282X

HET
HET

)
Summary | Details ‘ Analysis Info | Sample Sheet | Logs | Errors 121017_M00369_0075_A000000000-A1AH1
Samples 45 Search 6] 5]
# SamplelD SamplcName CallRate Performance  Control  Gomment
NADI44S  NADI445 10000 Pass 3
2 NAG2:28  NAD2828 10000 Pass
3 NAD4I0  NAD433D 10000 Pass 1
4 NAQTI9  NADT339 10000 Pass
5 NADTIB1  NAD7381 10000 Pass
6 NAQTA41  NADT441 10000 Pass
7 NAOTF2  NADTTR2 10000 Pass
& NAQTESS  NADTES4 10000 Pass
9 NAOTSS?  NAD78ST 10000 Pass J
Variants (3 [searen | &)
# SamplelD  SampleName  MulalionName  Type GbSNPrSID | GFTR GeneRegion  GenomicLocation  DNAMName (HGVS) | Protein Name (HGVS)  Resut col
PolyTGPOT NiA Intron & 117188661-117188689  ©1210-12T[5.9) NA (TGHOMZATENOMS | 53

dle

Columna

Descripcion

Un ntimero de identificacion ordinal en la tabla.
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Columna

Sample ID (ID
de la muestra)

Sample Name
(Nombre de la
muestra)

Call Rate
(Indice de
1lamada)

Performance
(Rendimiento)

Control

Comment
(Comentario)

Columna

#

Sample ID (ID de la

muestra)

Sample Name
(Nombre de la
muestra)

Descripcion

ElID de la muestra de la hoja de muestras. EI ID de la muestra debe ser
siempre un valor tnico.

Elnombre de la muestra de la hoja de muestras.

El niimero de posiciones mutacionales que cumple un umbral de valor de
confianza predefinido dividido entre el total de posiciones mutacionales
interrogadas.

El indice de llamada se describe por muestra y se incluye en el informe en
forma de porcentaje que se calcula como 1 menos [nimero de posiciones con
llamadas incompletas dividido entre el nimero total de posiciones
secuenciadas].

Correcto o incorrecto basandose en el indice de llamada.
Para una muestra de control positivo:

* PASS (APTO): con un indice de llamada 299 %

e FAIL (NO APTO): con un indice de llamada <99 %
Para una muestra de control negativo:

* PASS (APTO): con un indice de llamada <10 %

e FAIL (NO APTO): con un indice de llamada >10 %
Para una muestra que no se ha etiquetado como un control positivo o
negativo:

* PASS (APTO): con un indice de llamada >99 %

e FAIL (NO APTO): con un indice de llamada <99 %

El tipo de control tal como figura en la hoja de muestras.

Los valores son positivos o negativos. Un campo vacio indica la presencia
Unicamente de la muestra.

Un campo de texto opcional para comentarios. Los comentarios introducidos
en este campo se guardan en el archivo del informe del andlisis,
MiSeqDxCF139VariantAssay.txt. Si el analisis se vuelve a poner en cola, se

creara un nuevo archivo de informe. Los comentarios de un experimento de
analisis anterior no pasan al siguiente experimento de analisis.

Descripcion
Un niimero de identificacion ordinal en la tabla.

ElID de la muestra de la hoja de muestras. El ID de la muestra debe ser
siempre un valor tnico.

Elnombre de la muestra de la hoja de muestras.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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Visualizacién de datos

Columna

Mutations (Common
Name)

(Mutaciones
[Nombre comun])

Mutation Type (Tipo
de mutacion)

dbSNP rsID (rsID de
dbSNP)

CFTR Gene Region
(Region del gen de
CFTR)

Genomic Location
(Ubicacion
gendmica)

cDNA Name
(Nombre de ADNCc)
(HGVS)

Protein Name
(Nombre de
proteina)
(HGVS)

Resultado

Descripcion

Nombre comtn de la variante de fibrosis quistica, tal como se describe
en la base de datos de CFTR2.

El tipo de variante:

e SNV: variante de nucledtido tiico

e DIV: variante de delecion/insercién

* DEL: delecion de gran tamano

* PolyTGPolyT: genotipo PolyTG/PolyT del gen de FQ

ElrsID de dbSNP de la variante, si procede.

Regién del gen de CFIR (n.° de exén o de intrdn) en el que esta
presente la variante.

Ubicaciéon gendmica de la variante.

Descripciéon de una variante en el nivel de ADN que utiliza la
nomenclatura de secuencia de ADN de codificacion (ADNCc) conforme a
las recomendaciones de la Sociedad de Variaciones del Genoma
Humano (HGVS).

Descripcion de una variante en el nivel de proteinas que utiliza la
nomenclatura de secuencia de proteinas conforme a las
recomendaciones de la Sociedad de Variacion del Genoma Humano
(HGVS).

Genotipo de variante.

Para SNV, DIV y DEL:

* HET: heterocigota

* HOM: homocigota

Para la variante PolyTGPolyT, figura el genotipo real.

NOTA: PolyTGPolyT figura tnicamente cuando se detecta la variante
R117H.

La informacion que aparece en la ficha Details (Detalles) del ensayo de
secuenciacion clinica de FQ incluye una tabla de muestras, una tabla de variantes, un
grafico de cobertura, un grafico de Qscore y un grafico de puntuacion de variantes.
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Ejemplo de ficha Details (Detalles) para el ensayo de secuenciacioén clinica de FQ

) | sucmenaey | Detsis | Anaiysis inko | Sample Sheet | Logs | Errons 121017_M00231_0020_A000000000-A1B5F
E—s Samples @ By @@ ez femssn nrmess [T T er CO T Y
il e gx-B Wiz 2z
; _' Semple IO Sampie Naee CalRae  Performance  Comesl  Comment (o CF-004

|1 |eram cren e Fass anke

3 R0 2 10000 Pam sk e ]

e ! A |

|3 crom crom 19000 P B — A\ |

i4 CF004 CRom W P § i:: Beasa B

5 choos crom w0000 Pass 5 2o

& CFO06 CF005 0000 P Py A

T MAISEMY A TENY 159,00 Pasn positon ’f | ",

®NTE wic 050 Fass regae 0

»
- EL
g i3
Seacn [
Variants 11 Seach @ §a
Seee DA s (HOVS)  Prelein Name (HOVS) &3
£ 400G PV Tt 1w

m 1S2U_1STMSCTT  p PhoSOsdel f

| CIITG BTINBS T 3

| € 4EGA P TmATEI

| 430G POMI45IGN

GTATGIGTOTOTATATGTATTTITIT WA

‘. e 917 ™ % L2 s e
iale

e er
Columna Descripcion

#

Sample ID (ID
de la muestra)

Sample Name
(Nombre de la
muestra)

Call Rate
(Indice de
1lamada)

Performance
(Rendimiento)

Un ntimero de identificacion ordinal en la tabla.

ElID de la muestra de la hoja de muestras. EIID de la muestra debe ser
siempre un valor tnico.

El nombre de la muestra de la hoja de muestras.

El nimero de bases que cumple un umbral de puntuacion de calidad dividido
entre el total de bases interrogadas.

El indice de llamada se describe por muestra y se incluye en el informe en
forma de porcentaje que se calcula como 1 menos [niimero de posiciones con
llamadas incompletas dividido entre el nimero total de bases/posiciones
secuenciadas].

Correcto o incorrecto basandose en el indice de llamada.
Para una muestra de control positivo:

* PASS (APTO): con un indice de llamada >99 %

e FAIL (NO APTO): con un indice de llamada <99 %
Para una muestra de control negativo:

* PASS (APTO): con un indice de llamada <10 %

e FAIL (NO APTO): con un indice de llamada >10 %
Para una muestra que no se ha etiquetado como un control positivo o
negativo:

* PASS (APTO): con un indice de llamada >99 %

* FAIL (NO APTO): con un indice de llamada <99 %

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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Visualizacién de datos

Columna

Control

Comment
(Comentario)

Coordinates
Not Called
(Coordenadas
no llamadas)

Columna

#

Descripcion

El tipo de control tal como figura en la hoja de muestras.

Los valores son positivos o negativos. Un campo vacio indica la presencia
Unicamente de la muestra.

Un campo de texto opcional para comentarios. Los comentarios introducidos
en este campo se guardan en el archivo del informe del analisis
MiSeqDxCFClinicalSequencing.txt. Si el analisis se vuelve a poner en cola, se
creara un nuevo archivo de informe. Los comentarios de un experimento de
analisis anterior no pasan al siguiente experimento de analisis.

Coordenadas del genoma que se encuentran dentro de la region de interés

en la que no se registré ninguna llamada debido a unos bajos valores de
confianza.

Descripcion

Un niimero de identificacion ordinal en la tabla.

Sample ID (ID de la ELID de la muestra de la hoja de muestras. E1 ID de la muestra debe ser

muestra)

Sample Name
(Nombre de la
muestra)

Chr (Cromosoma)
Position (Posicion)

Variant Type (Tipo
de variante)

Call (Llamada)

siempre un valor tnico.

Elnombre de la muestra de la hoja de muestras.

Elnombre del cromosoma o el objetivo de referencia.
La posicion en la que se encontr¢ la variante.

El tipo de variante:

e SNV: variante de nucledtido tmico

e DIV: variante de delecion/insercién

* DEL: delecion de gran tamano

* PolyTGPolyT: genotipo PolyTG/PolyT del gen de FQ

Una cadena que representa como la base o las bases cambiaron a esta
ubicacién en la referencia.

Frequency La fraccion de lecturas de la muestra que incluye la variante.

(Frecuencia) Por ejemplo, sila base de referencia en una posiciéon 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.

Depth (Profundidad) Elnamero de lecturas de una muestra que cubre una posicion

Filter (Filtro)

determinada.

Los criterios para una variante filtrada.
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Columna

dbSNP ID (ID de
dbSNP)

RefGene

cDNA Name
(Nombre de ADNCc)
(HGVS)

Protein Name
(Nombre de
proteina)
(HGVS)

Interpretacion

Descripcion

Elnombre de dbSNP de la variante.

El gen conforme a RefGene en el que aparece esta variante.

Descripcién de una variante en el nivel de ADN que utiliza la
nomenclatura de secuencia de ADN de codificacion (ADNc) conforme a
las recomendaciones de la Sociedad de Variaciones del Genoma
Humano (HGVS).

Descripcion de una variante en el nivel de proteinas que utiliza la
nomenclatura de secuencia de proteinas conforme a las
recomendaciones de la Sociedad de Variacion del Genoma Humano
(HGVS).

Este campo permite al médico genetista proporcionar la interpretacion
clinica de la mutacién de cada muestra. Las siguientes opciones se
incluyen en la lista desplegable de cada muestra:

e CF (FQ): que causa FQ.

e MVCC: mutacidon de consecuencia clinica variable.
* MOUS: mutacion de relevancia desconocida.

* NCFCM: no FQ que causa mutaciéon

e Desconocido

Se puede generar un nuevo informe con el icono.

Columna de interpretacion de la tabla de variantes

La columna de interpretacion ofrece opciones de selecciéon que permiten al médico genetista
proporcionar la interpretacion clinica de la mutacion de cada muestra. Las siguientes opciones se
incluyen en la lista desplegable Interpretation (Interpretacion):

* CF (FQ): que causa FQ.

* MVCC: mutacion de consecuencia clinica variable.
* MOUS: mutacion de relevancia desconocida.

* NCFCM: no FQ que causa mutacién

* Desconocido

Columna de interpretacion

Interpretation
CF -

MVCC -

MOUS -
NCFCM -

lUnknnwn - ]

E Los resultados en las tablas de variantes se pueden exportar de manera
individual a un archivo de texto con el icono Export table data to text file
(Exportar datos de tabla a archivo de texto). Esta exportacion no modifica el
archivo del informe del andlisis.

E' Después de que el médico genetista haya terminado de determinar la relevancia
de la variante, se pueden guardar los ajustes de interpretacion en el informe del
analisis. Alnombre del archivo del informe del analisis original se le incluira de
manera automatica la fecha y la hora.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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de datos

7

Izaclon

Visual

Eje Y Eje X Descripcion
Coverage Position La curva verde es el numero de lecturas alineadas que cubren cada
(Cobertura) (Posicion) | Pposicion en la referencia.

La curva roja es el nimero de lecturas alineadas con una ausencia
de llamada en la posicion en la referencia. Las SNV y las demas
variantes se muestran en forma de picos en la curva roja.

Eje Y ‘ Eje X ‘ Descripcion

Qscore (Puntuacién | Position La puntuacién de calidad promedio de las bases en una

de calidad) (Posicion) | posicion determinada de la referencia.

Eje Y ‘ Eje X ‘ Descripcion

Score Position Muestra graficamente la puntuacion de calidad y la posicion de las SNV
(Puntuacién) | (Posicién) ‘ y de las inserciones y deleciones.

La informacion que aparece en la ficha Details (Detalles) para el kit universal 1.0 incluye
una tabla de muestras, una tabla de objetivos, un grafico de cobertura, un grafico de
puntuacion de calidad, un grafico de puntuaciéon de variantes y una tabla de variantes.

Ejemplo de ficha Details (Detalles) para el kit universal 1.0

o2

BN | ey | et | st | S st | togn. | o 130503_M01928_0001_000000000-AA001
z Samples (15 [Svarch | [/l rusmses s suswanr  rosiess  ausees |
EI It Sampie 10 Sample Name  Cluster FF Cluster Akgn Waamaich N Calb Caversg [ IIZ.E!—M!““
: ‘ = = paien - o e g e | 13/ ERBB4_B_T.chr2.212578341.212578349_tile_1.1

EI L] L] kil IZXNONTOE QATAN0 Qoo e II —lf.’ ]

13 9 1 A0S MSMITINS OS0OS  00WD0Z 2081 ) =

4 |13 13 aue ADSATIMGEE 048051 001002 285 II ) | ‘

] ? ? SeTi0t SMOTISIINS 0500 54 aomn 28580

. . L] JeTans JMTIATATIE QAT S oomar

7 n " WG DEEONNG CARRSZ  00IN02 W2 ‘

L] 14 " 518564 ADTII0ATION 045052 001003 28M.0

53 3 496550 BSISANSTIED DSODOSE  OOINOZ 75165 'l

] S—— as % |
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4 e e vt md s, oy awmiiawn wmam |

& CABOA_1_Tched IH80942 21206555 te 11 che? 212208612 Nz ot
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Columna
#

Sample ID (ID
de la muestra)

Sample Name
(Nombre de la
muestra)

Cluster PF (PF
de grupo)

Cluster Align
(Alineacidn de
grupos)

Mismatch
(Incoherencia)

No Call
(Ausencia de
llamada)

Coverage
(Cobertura)

Het SNPs (SNP
het)

Hom SNPs
(SNP hom)

Insertions
(Inserciones)

Deletions
(Deleciones)

Manifest
(Manifiesto)

Genome
(Genoma)

Columna

#

Descripcion
Un niimero de identificacion ordinal en la tabla.

ElID de la muestra de la hoja de muestras. EI ID de la muestra debe ser
siempre un valor unico.

Elnombre de la muestra de la hoja de muestras.

Elnimero de grupos que superan el filtro de cada muestra.

El recuento total de grupos que superan el filtro que se alinean para la
muestra (lectura 1/lectura 2).

El porcentaje de incoherencia respecto de la referencia promediado teniendo
en cuenta los ciclos por lectura (lectura 1/lectura 2).

El porcentaje de bases que no se han podido llamar (ausencia de llamada)
para la muestra promediado teniendo en cuenta los ciclos por lectura (lectura
1/lectura 2).

Cobertura mediana (nimero de bases alineadas con una posicion de
referencia dada) promediada teniendo en cuenta todas las posiciones.

El namero de SNP heterocigoticos detectado para la muestra.

El niimero de SNP homocigéticos detectado para la muestra.

El ntmero de inserciones detectado para la muestra.

El ntimero de deleciones detectado para la muestra.

Archivo que especifica el genoma de referencia y las regiones de referencia

objetivo que se deben utilizar en el paso de alineacion.

Elnombre del genoma de referencia.

Descripcion

Un niimero de identificacion ordinal en la tabla.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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Visualizacién de datos

Columna

Target ID (ID
de objetivo)

Chr
(Cromosoma)

Start Position
(Posicion de
inicio)

End Position
(Posicion final)

Cluster PF (PF
de grupo)

Mismatch
(Incoherencia)

No Call
(Ausencia de
llamada)

Het SNPs (SNP
het)

Hom SNPs
(SNP hom)

Insertions
(Inserciones)

Deletions
(Deleciones)

Manifest
(Manifiesto)

Eje Y

Coverage
(Cobertura)

Descripcion

El nombre del objetivo en el manifiesto.

Elnombre del cromosoma o el objetivo de referencia.

La posicion de inicio de la regioén objetivo.

La posicién final de la region objetivo.

Numero de grupos que superan el filtro del objetivo mostrado por lectura
(lectura 1/lectura 2).

El porcentaje de bases incoherentes en relacion con el objetivo promediado
teniendo en cuenta todos los ciclos por lectura. Incoherencia = [media
(recuento de errores en ciclos)/grupos que superan el filtro] * 100.

El porcentaje de bases con ausencia de llamada para el objetivo promediado
teniendo en cuenta los ciclos por lectura.

Elntimero de SNP heterocigéticos detectado para el objetivo de todas las
muestras.

El ntimero de SNP homocigdticos detectado para el objetivo de todas las
muestras.

El niimero de inserciones detectado para el objetivo de todas las muestras.

El ntimero de deleciones detectado para el objetivo de todas las muestras.

Archivo que especifica el genoma de referencia y las regiones de referencia
objetivo que se deben utilizar en el paso de alineacién.

Eje X Descripcion

Position La curva verde es el numero de lecturas alineadas que cubren cada
(Posicion) | Pposicion en la referencia.

La curva roja es el niimero de lecturas alineadas con una ausencia
de llamada en la posicion en la referencia. Los SNP y las demas
variantes se muestran en forma de picos en la curva roja.
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Eje Y

Qscore (Puntuacion

de calidad)

Eje Y Eje X

Score Position

Eje X Descripcion
Position La puntuacién de calidad promedio de las bases en una
(Posicién) | posicion determinada de la referencia.

Descripcion
Describe graficamente la puntuacién de calidad de la variante y la

(Puntuacién) | (Posicién) | Posicion de los SNP y de las inserciones y las deleciones.

Columna
#

Sample ID (ID
de la muestra)

Sample Name
(Nombre de la
muestra)

Chr
(Cromosoma)

Position
(Posicion)

Score
(Puntuacion)

Variant Type
(Tipo de
variante)

Call (Llamada)

Frequency
(Frecuencia)

Depth
(Profundidad)

Descripcion
Un niimero de identificacion ordinal en la tabla.

ElID de la muestra de la hoja de muestras. EI ID de la muestra debe ser
siempre un valor unico.

Elnombre de la muestra de la hoja de muestras.

Elnombre del cromosoma o el objetivo de referencia.

La posicién en la que se encontr6 la variante.

La puntuacién de calidad de la variante correspondiente a esta variante.

El tipo de variante, que puede ser SNP o Indel (insercion y delecion).

Una representacion del modo en que la base o las bases han cambiado en
esta posicion de la referencia.

® Los SNP se muestran con el formato Referencia > AleloA/AleloB.
e Las inserciones se muestran con el formato Referencia/Insercion.
G-/GA representa la insercion de A.

® Las deleciones se muestran con el formato Referencia/Delecion.
AGG/A-- representa la deleciéon de GG.

La fraccion de lecturas de la muestra que incluye la variante. Por ejemplo, si
la base de referencia es A y la muestra 1 tiene 60 lecturas A y 40 lecturas T, el

SNP tendra una frecuencia de variante de 0,4.

El namero de lecturas de una muestra que cubre una posicién determinada.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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Visualizacién de datos

Columna

Filter (Filtro)

dbSNP

RefGene

Descripcion

Los criterios para una variante filtrada. Si se superan todos los filtros, aparece
PASS (APTO) en la columna de filtrado. Para obtener mas informacion,
consulte Anotaciones y encabezados de archivos VCF en la pagina 49.

Elnombre de dbSNP de la variante, si procede.

El gen conforme a RefGene en el que aparece esta variante.
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Los resultados de los analisis de los ensayos de FQ se muestran en la ficha Details

(Detalles).
Ejemplo de ficha Details (Detalles) del ensayo de 139 variantes de FQ
¢]
P% | | Summary | Details | Analysis Info | Sample Sheet | Logs | Ermrors 121017_M00369_0075_A000000000-A1AH1
z
g Samples 48 Search 0] O]
/|| |# samplelD SampleName CallRale Perormance Control  Comment
1 NAD1445 MNAD1445 100.00 Pass P
2 NAa02828 NAD2828 100.00 Pass ‘
3 NAD4330 NAD4330 100.00 Pass 1
4 NAQOT339 NADT339 100.00 Pass
5 NADT381 MNADT381 100.00 Pass
& NAOT441 NADT441 100.00 Pass
T NADTT32 NADTT32 100.00 Pass
& NAQTESS NADTES4 100.00 Pass
9 NADT85T NADT857 100.00 Pass )
Variants (3 [searen | E
# Sample ID Sample Name Mutation Name  Type deSNPrsID  CFTR Gene Region Genemic Lecation CDNA Name (HGVS) Protein Name (HGVS) Result Col
1 NAD1445 NAD1445 PolyTG/PolyT PolyTGPolyT  NiA Intron 8 117188661-117188689  ¢.1210-12T[5_9) NIA (TGNOTITATCNTIE 53
2 NAD1445 MNAD1445 F508del DIV, rs113993860  Exon 11 117199645 «© 1521_1523delCTT p.Phe508del HET 307
3 NAD1445 NAD1445 W1282X SNV rs77010898  Exon 23 117282620 ©.3846G-A pTrp1282X HET 30
K ] »
Idle

EI Los resultados en las tablas de variantes se pueden exportar de manera
individual a un archivo de texto con el icono Export table data to text file
(Exportar datos de tabla a archivo de texto). Esta exportacién no modifica el
archivo del informe del analisis.

E Después de que el médico genetista haya terminado de determinar la relevancia
de la variante, se pueden guardar los ajustes de interpretacion en el informe del
analisis. Alnombre del archivo del informe del analisis original se le incluira de
manera automatica la fecha y la hora.

Los archivos de resultados de los ensayos de FQ también se resumen en un archivo de
texto delimitado por tabulaciones cuyo nombre es el del ensayo utilizado para el
experimento. Estos resultados son los mismos que los que se muestran en la ficha Details
(Detalles).
En el caso del ensayo de 139 variantes de FQ, el archivo se llama
MiSegDxCF139VariantAssay.txt.
En el caso del ensayo de secuenciacion clinica de FQ, el archivo se llama
MiSeqDxCFClinicalSequencingAssay.txt.

D4 8p soAesus so| ap SISl|eUB 8p SOPB}NSal 8p SOAIYDIY

Cuando finaliza el analisis, el archivo de resultados se guarda en la carpeta Alignment
(Alineacion) del experimento. Por ejemplo:
MiSeqAnalysis \<NombreCarpetaExperimento>\Data \ Intensities \ BaseCalls \ Alignment

Si el analisis se ha repetido o se ha vuelto a poner en cola, se escribe un nuevo archivo de
informe en la carpeta de alineacién del experimento del analisis. Para obtener mas
informacion, consulte Puesta de un andlisis en cola por sequnda vez en la pagina 13.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV



El archivo de resultados contiene un encabezado que incluye la siguiente informacion
sobre el experimento:

Encabezado Descripcion

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

Run ID (ID del Se trata del ID del experimento que generé MOS al comienzo del
experimento) experimento de secuenciacion.

Run Date (Fecha del Se trata de la fecha, con formato DDMMAA, en la que se inici6 el
experimento) experimento de secuenciacion en MOS.

Analysis Version Se trata de la version de MiSeq Reporter que se utilizé para el analisis.

(Version del anélisis)

Ejemplo de encabezado del archivo de resultados del ensayo de 139 variantes de FQ

Test CF 139-Variant Assay

For In Vitro Diagnostic Use.

Run ID 140212 M01018 0071 000000000-A2618
Run Date 140212

Analysis Version 2.2.31.1

Visualizacién de datos

Tras el encabezado, se muestra una seccién de resumen de los ID de cada muestra que

incluye columnas para cada valor registrado. Para obtener informacion sobre las

descripciones de las columnas, consulte Ficha Details (Detalles) para el ensayo de 139 variantes

de FQ en la pagina 24 y Ficha Details (Detalles) para el ensayo de secuenciacién clinica de FQ en

la pagina 26.

' 8 NOTA

N El proceso de analisis que genera archivos de resultados no es idéntico entre ensayos de FQy

el kit universal 1.0. Los archivos de resultados generados para el kit universal 1.0 son
archivos *.bam, *.vcf y AmpliconCoverage_M#.tsv. Para obtener mas informacion sobre los
archivos de resultados para el kit universal 1.0, consulte el Apéndice A Archivos de
resultados de andlisis del kit universal 1.0.

N.° de documento 1000000015838 v03 ESP
English Source: 15038356 v03



Instalaciony solucion de
problemas

Requisitos de MiSeq Reporter fuera del instrumento ... .. . ... 38
Instalaciéon de MiSeq Reporter fuera del instrumento ... .. . .. 39
Uso de MiSeq Reporter fuera del instrumento ... ... ... 41
Solucién de problemas de MiSeq Reporter ... ... 42

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV



La instalacion de una copia de MiSeq Reporter en un ordenador Windows fuera del
instrumento permite el analisis secundario de los datos de secuenciacion mientras que el
instrumento MiSeqDx realiza el siguiente experimento de secuenciacion.

Para obtener mas informacién, consulte Instalacion de MiSeq Reporter fuera del instrumento en
la pagina 39.

MiSeq Reporter precisa de los siguientes componentes informaticos:
Sistema operativo Windows de 64 bits (Vista, Windows 7 y Windows Server 2008 de
64 bits)
> 8 GB de RAM como minimo; se recomienda =16 GB de RAM
>1 TB de espacio en disco
Procesador de cuatro nticleos (minimo 2,8 GHz)
Microsoft .NET 4

MiSeq Reporter se puede visualizar con los siguientes exploradores web:
Safari 5.1.7 o posterior
Firefox 13.0.1 o posterior
Internet Explorer 8 o posterior

Instalacion y solucion de problemas

1 Descargue una segunda copia del software MiSeq Reporter en el sitio web de llumina.
Se requiere iniciar una sesion de Mylllumina.

2 Acepte el acuerdo del usuario final (EULA) cuando se le solicite durante la instalacion.
No se requiere ninguna clave de licencia, ya que esta copia adicional se incluye de
forma gratuita.

N.° de documento 1000000015838 v03 ESP
English Source: 15038356 v03



Para instalar MiSeq Reporter en un ordenador Windows fuera del instrumento, configure
en primer lugar el permiso Iniciar sesion como servicio y, a continuacion, ejecute el
asistente de instalacion. A continuacion, configure el software para que se dirija a las rutas
de repositorio y de GenomePath correctas.

Los derechos de administrador son necesarios para configurar cuentas de usuario o grupo
con el objeto de activar el permiso Iniciar sesién como servicio. Si es necesario, pdngase en
contacto con el administrador de las instalaciones.

1 En el ment Inicio de Windows, seleccione Panel de control y, a continuacién, Sistema
y seguridad.

2 Haga clic en Herramientas administrativas y, a continuacion, haga doble clic en
Directiva de seguridad local.

3 En el arbol de configuracion de seguridad a la izquierda, haga doble clic en Directivas
locales y, a continuacion, haga clic en Asignaciones de derechos de usuario.

4 En el panel de detalles de la derecha, haga doble clic en Iniciar sesién como un
servicio.

5 En el cuadro de dialogo Propiedades, haga clic en Agregar usuario o grupo.

6 Introduzca el nombre de la cuenta de usuario o grupo para este ordenador. Haga clic
en Comprobar nombres para validar la cuenta.

7 Haga clic en Aceptar en los cuadros de didlogo abiertos y, a continuacién, cierre el
panel de control.

Para obtener mas informacién, consulte technet.microsoft.com/en-us/library/cc739424
(WS.10).aspx en el sitio web de Microsoft.

1 Descargue y descomprima el paquete de instalacion de MiSeq Reporter del sitio web de
Nlumina.

2 Haga doble clic en el archivo setup.exe.
3 Haga clic en Next (Siguiente) en las indicaciones del asistente de instalacion.

4 Cuando se le solicite, especifique el nombre de usuario y la contrasefa de una cuenta
con permiso Iniciar como servicio, segiin se haya configurado en el paso anterior.

5 Contintie con las instrucciones restantes.

Para configurar MiSeq Reporter con el fin de localizar la carpeta del experimento y la
carpeta del genoma de referencia, edite el archivo de configuracién en un editor de texto,
como Bloc de notas.

1 Navegue hasta la carpeta de instalacion (C:\Illumina\MiSeq Reporter, ruta
predeterminada) y abra el archivo MiSeq Reporter.exe.config en un editor de texto.
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Instalacién y solucién de problemas

Localice la etiqueta Repository (Repositorio) y cambie value (valor) a la ubicacion de
datos predeterminada en el ordenador fuera del instrumento.

Ejemplo:

<add key="Repository" value="E:\Data\Repository" />

De manera alternativa, esta ubicacion puede ser una ubicacién de red a la que puede
acceder desde el ordenador fuera del instrumento.

Localice la etiqueta GenomePath y cambie value (valor) a la ubicaciéon de la carpeta
que contiene los archivos de los genomas de referencia en el formato FASTA.
Ejemplo:

<add key="GenomePath" value="E:\MyGenomes\FASTA" />

Tras finalizar la instalacion, el servicio de MiSeq Reporter se inicia automaticamente. Si el
servicio no se inicia, inicielo de forma manual con las siguientes instrucciones o reinicie el

ordenador.

1 En el ment Inicio de Windows, haga clic con el boton derecho en Equipo y seleccione
Administrar.

2 En el arbol de administracion del equipo a la izquierda, haga doble clic en Servicios y
aplicaciones y, a continuacion, haga clic en Servicios.

3 Haga clic con el botén derecho en MiSeq Reporter y seleccione Propiedades.

4 En la ficha General, asegurese de que el parametro Tipo de inicio esté configurado en
Automatico y, a continuacion, haga clic en Iniciar.

5 En la ficha Iniciar sesidn, defina el nombre de usuario y la contrasefia para una cuenta
de servicios que tenga permisos de lectura y escritura en el servidor. lllumina
recomienda la cuenta Sistema local para la mayoria de usuarios. Para obtener
asistencia o los requisitos de red especificos del centro, péngase en contacto con el
administrador de su centro.

6 Haga clic en Aceptar en los cuadros de didlogo abiertos y, a continuacion, cierre la
ventana Administracién de equipos.

7 Tras iniciar el servicio de MiSeq Reporter, conéctese al software de manera local

introduciendo localhost:8042 en un explorador web.
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Para utilizar MiSeq Reporter fuera del instrumento, debe poder accederse a las carpetas que
contienen los datos del experimento y los genomas de referencia.

1

A menos que se utilice una ubicacién de red para los datos de secuenciacion y los
genomas de referencia, copie las siguientes carpetas en el ordenador local:
Copie los datos del experimento del ordenador de MiSeqDx en
D:\MiSeqOutput\<CarpetaExperimento>.
Copie los genomas de referencia del ordenador de MiSeqDx en C:\Illumina\MiSeq
Reporter\ Genomes.

Abra un explorador web en http://localhost:8042, que abre la interfaz web de MiSeq
Reporter.

Cambie la ruta al repositorio con el icono de configuracion & en la esquina superior
derecha de la interfaz web.

3 NOTA
; La especificacion de la ruta del repositorio en la configuracion es temporal. La proxima
vez que se reinicie el ordenador, la ruta se establecera de manera predeterminada en la
ubicacion de repositorio especificada en MiSeq Reporter.exe.config.

Seleccione Analyses (Analisis) en el lado izquierdo de la interfaz web para ver los
experimentos disponibles en la ubicacién de repositorio especificada.

Antes de poder volver a poner en cola el analisis de un experimento con la instalacion
fuera del instrumento de MiSeq Reporter, debe actualizarse la ruta a GenomeFolder en
la hoja de muestras. Para ello, vaya a la ficha Sample Sheet (Hoja de muestras). Una
vez actualizada la ruta a GenomeFolder, haga clic en Save and Requeue (Guardar y
volver a poner en cola).

Para obtener mas informacion, consulte Edicion de la hoja de muestras en MiSeq Reporter
en la pagina 11.
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Instalacién y solucién de problemas

MiSeq Reporter se ejecuta como una aplicacion de servicio de Windows. Las cuentas de
usuario deben estar configuradas para activar los permisos Iniciar sesién como servicio
antes de instalar MiSeq Reporter. Para obtener mas informacidn, consulte Configuracion de
cuentas de usuario o grupo en Windows 7 en la pagina 39.

Para obtener mas informacion, consulte msdn.microsoft.com/en-us/library/ms189964.aspx.

Si el servicio no se inicia, compruebe el registro de eventos de Windows y vea los detalles
del mensaje de error.

1 Abra el Panel de control y seleccione Herramientas administrativas.
2 Seleccione Visor de eventos.

3 Enla ventana del visor de eventos, seleccione Registros de Windows | Aplicacién.
El error que figura en el registro de eventos describe cualquier error de sintaxis en
MiSeq Reporter.exe.config. Una sintaxis incorrecta en el archivo MiSeq
Reporter.exe.config puede provocar el fallo del servicio.

Si los archivos no se copian en la ubicacion prevista, compruebe los siguientes ajustes:

1 Compruebe la ruta a la carpeta de repositorio o la carpeta MiSeqOutput especificada:
Para instalaciones fuera del instrumento, compruebe la ubicacion del repositorio
con el icono de configuracién & de la interfaz web de MiSeq Reporter.

Para instalaciones integradas en el instrumento, compruebe la ubicacion de la
carpeta MiSeqOutput en la pantalla Run Options (Opciones de experimento) de
MOS en la ficha Folder Settings (Configuracion de carpeta).
Debe utilizarse la ruta UNC completa (por ejemplo, \ \serverl \ Runs). Dado que MiSeq
Reporter se ejecuta como servicio de Windows, no se reconocen las unidades asignadas
por el usuario (por ejemplo, Z:\ Runs).

2 Confirme el acceso a escritura en la ubicacion de la carpeta de resultados. Para obtener
asistencia, péngase en contacto con el administrador del centro.

3 Compruebe que la funcién de copia no esté inhabilitada en el archivo MiSeq
Reporter.exe.config. Este ajuste se encuentra en la seccién <appSettings> y el valor debe
estar establecido en 1.
<add key="CopyToRTAQutputPath" wvalue="1"/>

La visualizacion de los archivos de registro puede ayudar a identificar errores especificos
para la solucién de posibles problemas.

1 Para ver los archivos de registro con la interfaz del explorador web de MiSeq Reporter,
seleccione el experimento en la ficha Analyses (Analisis).

2 Seleccione la ficha Logs (Registros) para ver una lista de cada paso que se ha
producido durante el analisis. La informacién del registro se guarda en
AnalysisLog.txt, que se encuentra en el nivel raiz de la carpeta MiSeqAnalysis.
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3 Seleccione la ficha Errors (Errores) para ver una lista de los errores que se han
producido durante el analisis. La informacion del error se guarda en AnalysisError.txt,
que se encuentra en el nivel raiz de la carpeta MiSeqAnalysis.
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Archivos de resultados de anal

En la siguiente tabla se describen los archivos de resultados generados para el kit universal
1.0, que proporcionan resultados de andlisis para la alineacion, las llamadas de variantes y
la cobertura.

Nombre de archivo Descripcion

Archivos *.bam Contienen las lecturas alineadas de una muestra especifica.

Se encuentra en Data\ Intensities \ BaseCalls\ Alignment.

Archivos *.vcf Contiene informacion sobre las variantes que se encuentran

en posiciones especificas de un genoma de referencia.
Se encuentra en Data\ Intensities \ BaseCalls\ Alignment.

AmpliconCoverage_M#.tsv Contiene informacién sobre la cobertura resultante por

amplicon por muestra. M# hace referencia al nimero de
manifiesto.

Se encuentra en Data\ Intensities \ BaseCalls\ Alignment.

NOTA

El proceso de analisis que genera estos archivos de resultados no es idéntico entre ensayos de
FQy el kit universal 1.0. Esta seccién describe tinicamente los archivos de resultados para el
kit universal 1.0.
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Un archivo BAM (*.bam) es la version binaria comprimida de un archivo SAM que se
utiliza para representar secuencias alineadas. Los formatos SAM y BAM se describen
detalladamente en el sitio web de SAM Tools: samtools.sourceforge.net.

Los archivos BAM se copian en la carpeta de alineacion de

Data \ Intensities \ BaseCalls \ Alignment con el formato de denominacién de archivos

SampleName_S#.bam, donde # es el niimero de la muestra determinado por el orden en

que aparecen las muestras en la hoja de muestras.

Los archivos BAM contienen una seccidon de encabezado y una seccién de alineaciones:
Encabezado: contiene informacién sobre todo el archivo como, por ejemplo, el nombre
de la muestra y la longitud de la muestra. Las alineaciones de la seccion de
alineaciones estan asociadas a la informacion especifica de la seccién del encabezado.
Alineaciones: contiene el nombre de la lectura, la secuencia de lectura, la calidad de la
lectura y marcadores personalizados.

Ejemplo de seccion de alineacién de archivo BAM
GA23 40:8:1:10271:11781 64 chr22 17552189 8 35M * 0 0
TACAGACATCCACCACCACACCCAGCTAATTTTTG
IIIII>FA?C: :B=:GGGB>GGGEGIITIHI3EEE#
BC:Z:ATCACG XD:Z:55 SM:I:8
El nombre de la lectura incluye el cromosoma y la coordenada de inicio (chr22

17552189), la calidad de la alineacion (8) y el descriptor de la coincidencia (35M * 0 0).

Los archivos BAM se pueden visualizar con un visor externo como IGV o UCSC Genome
Browser.
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VCF es un formato de archivo de uso frecuente que ha desarrollado la comunidad de
cientificos de gendmica que contiene informacién sobre las variantes que se encuentran en
posiciones especificas en un genoma de referencia.

Los archivos VCF emplean el formato de denominacion de archivos SampleName_S#.vcf,
donde # es el numero de la muestra determinado por el orden en que aparecen las
muestras en la hoja de muestras.
Encabezado de archivo VCF: incluye la version de formato de archivo VCF y la
version del llamador de variantes. El encabezado enumera las anotaciones utilizadas
en el resto del archivo. La ultima linea del encabezado incluye los encabezados de
columna para las lineas de datos. Para obtener mas informacioén, consulte Anotaciones y
encabezados de archivos VCF en la pagina 49.

Ejemplo de encabezado de archivo VCF

##fileformat=VCFv4.1l

##FORMAT=<ID=GQX, Number=1, Type=Integer, Description="Minimum of
{Genotype quality assuming variant position,Genotype quality
assuming non-variant position}">

##FORMAT=<ID=GT, Number=1, Type=String,Description="Genotype">

##FORMAT=<ID=GQ, Number=1, Type=Float,Description="Genotype
Quality">

##FORMAT=<ID=AD,Number=., Type=Integer,Description="Allelic depths
for the ref and alt alleles in the order listed">

##FORMAT=<ID=VF, Number=1, Type=Float,Description="Variant
Frequency, the ratio of the sum of the called variant depth to
the total depth">

##INFO=<ID=TI,Number=.,Type=String, Description="Transcript ID">

##INFO=<ID=GI,Number=., Type=String, Description="Gene ID">

##INFO=<ID=EXON, Number=0, Type=Flag, Description="Exon Region">

##INFO=<ID=FC,Number=., Type=String,Description="Functional
Consequence">

##INFO=<ID=AC, Number=A, Type=Integer,Description="Allele count in
genotypes, for each ALT allele, in the same order as listed">

##INFO=<ID=AF,Number=A, Type=Float, Description="Allele Frequency,
for each ALT allele, in the same order as listed">

##INFO=<ID=AN, Number=1, Type=Integer, Description="Total number of
alleles in called genotypes">

##INFO=<ID=DP, Number=1, Type=Integer, Description="Approximate read
depth; some reads may have been filtered">

##FILTER=<ID=LowVariantFreq,Description="Low variant frequency <
0.20">

##FILTER=<ID=LowGQ, Description="GQ below < 20.00">

##FILTER=<ID=LowQual,Description="QUAL below < 100.00">

##FILTER=<ID=R8,Description="IndelRepeatlLength is greater than
8">

##fileDate=20130506

##source=Starling 0.3

##phasing=none

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT
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Lineas de datos de archivo VCF: contiene informacion sobre una variante individual.
Las lineas de datos se incluyen en los encabezados de columna del encabezado.

El formato de archivo VCF es flexible y ampliable. En las siguientes tablas, se describen las
anotaciones y los encabezados de archivos VCF que genera MiSeq Reporter.

Encabezados de archivo VCF

Encabezado | Descripcion

CHROM El cromosoma del genoma de referencia. Los cromosomas aparecen en el mismo
orden que el archivo FASTA de referencia.

POS La posicién de base tnica de la variante en el cromosoma de referencia. En el caso
de los SNP, esta posicidn es la base de referencia con la variante. En el caso de las
inserciones y deleciones o las deleciones, esta posicion es la base de referencia
justo antes de la variante.

ID Elntmero rs del SNP obtenido a partir del dbSNP.txt, si procede. Si existen varios
numeros rs en esta posicion, la lista queda delimitada por punto y coma. Si no
existen entradas de dbSNP en esta posicidn, se utiliza un marcador de valor
ausente ().

REF El genotipo de referencia. Por ejemplo, una delecion de una tinica T se representa
como TT de referencia y T alternativa.

ALT Los alelos que difieren de la lectura de referencia. Por ejemplo, una insercién de
una unica T se representa como A de referencia y AT alternativa.

QUAL Una puntuacion de calidad segtin la escala Phred asignada por el llamador de
variantes. Las puntuaciones mas altas indican una mayor seguridad en la variante
y una menor probabilidad de errores. Para una puntuacién de calidad de Q, la
probabilidad estimada de un error es 10-(Q/10). Por ejemplo, el conjunto de
llamadas de Q30 tiene un indice de error del 0,1 %. Muchos llamadores de
variantes asignan puntuaciones de calidad segiin sus modelos estadisticos, que
son altas en relacion con el indice de error observado.

Anotaciones de archivos VCF

Encabezado Descripcion

FILTER (FILTRO) Si se superan todos los filtros, aparece PASS (APTO) en la columna de

filtrado.

* LowDP (DP baja): se aplica a los lugares con una profundidad de
cobertura por debajo del corte.

* LowGQ (CG baja): la calidad del genotipado (CG) se encuentra por
debajo del corte.

* LowQual (CAL baja): la calidad de la variante (CAL) se encuentra por
debajo del corte.

* LowVariantFreq (Frecuencia de variante baja): la frecuencia de la
variante es inferior al umbral.

* R8: en el caso de una insercién y delecion, el nimero de repeticiones
adyacentes (una o dos bases) en la referencia es superior a ocho.
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Encabezado

INFO
(INFORMACION)

FORMAT
(FORMATO)

SAMPLE
(MUESTRA)

Descripcion

* AC: recuento de alelos en genotipos de cada alelo ALT, en el mismo
orden en que se enumeran.

* AF: frecuencia de alelos de cada alelo ALT, en el mismo orden en que se
enumeran.

e AN: nimero total de alelos en genotipos llamados.

* Exon: lista de valores separados por comas que incluye las regiones de
exones leidos en RefGene.

* FC: consecuencia funcional.

e GI: lista de valores separados por comas que incluye los ID de genes
leidos en RefGene.

e TI: lista de valores separados por comas que incluye los ID de
transcripcién leidos en RefGene.

e AD: entrada con formato X,Y, donde X es el numero de llamadas de
referencia e Y es el numero de llamadas alternativas.

* DP: profundidad de lectura aproximada; se filtran las lecturas con MQ =
255 o con emparejamientos erréneos.

* GQ: calidad del genotipo.

* GQX: calidad del genotipo. GQX es el minimo del valor de GQy la
columna QUAL. En general, estos valores son similares. Si se tiene en
cuenta el minimo, GQX indica la medicién mas fiable relativa a la calidad
del genotipo.

* GT: genotipo. 0 corresponde a la base de referencia, 1 corresponde a la
primera entrada en la columna ALT'y, asi, sucesivamente. La barra
inclinada (/) indica que no hay informacién de hebras retrasadas
disponible.

e VF: frecuencia de variante. Se trata del porcentaje de lecturas del alelo
alternativo.

La columna SAMPLE (MUESTRA) incluye los valores especificados en la
columna FORMAT (FORMATO).
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Se genera un archivo de cobertura de amplicones por cada manifiesto. El M# del nombre
del archivo representa el nimero de manifiesto tal y como se muestra en la hoja de
muestras.

Cada archivo comienza con una fila de encabezamiento que contiene los ID de las
muestras asociados al manifiesto. La primera columna contiene los ID de los objetivos.
Cada columna adicional incluye la profundidad de la cobertura del ID de la muestra
asociado.

Guia de referencia del software MiSeq Reporter de para ensayos de DIV
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11.0

Iversa

Los siguientes archivos de resultados proporcionan informaciéon complementaria. También
pueden incluir resimenes de errores de analisis y resultados de experimentos. Aunque
estos archivos no resultan necesarios para evaluar los resultados de los andlisis, se pueden
utilizar para la solucién de posibles problemas.

del kit un

isis

Archivos de resultados de anal

Nombre de archivo

AnalysisLog.txt

AnalysisError.txt

AmpliconRunStatistics.xml

CompletedJobInfo.xml

DemultiplexSummaryF1L1.txt

ErrorsAndNoCallsByLaneTile
ReadCycle.csv

Mismatch.htm

Summary.xml

Summary.htm

Descripcion

Registro de procesamiento que describe todos los pasos que
se han seguido durante el analisis de la carpeta del
experimento actual. Este archivo no contiene mensajes de
error.

Se encuentra en el nivel raiz de la carpeta del experimento.

Registro de procesamiento que enumera todos los errores
que se han producido durante el analisis. Este archivo solo se
genera si se producen errores.

Se encuentra en el nivel raiz de la carpeta del experimento.

Contiene las estadisticas de resumen especificas del
experimento.

Se encuentra en el nivel raiz de la carpeta del experimento.

Archivo que se escribe una vez finalizado el analisis.
Contiene informacién sobre el experimento como, por
ejemplo, la fecha, el ID de la celda de flujo, la version de
software y otros parametros.

Se encuentra en el nivel raiz de la carpeta del experimento.

Informa de los resultados del demultiplexado en una tabla
con una fila por cada placa y una columna por cada muestra.

Se encuentra en Data\ Intensities \ BaseCalls\ Alignment.

Archivo de valores separados por comas que contiene el
porcentaje de errores y las ausencias de llamadas de cada
placa, lectura y ciclo.

Se encuentra en Data\ Intensities \ BaseCalls\ Alignment.

Contiene los histogramas de las incoherencias por ciclo y las
ausencias de llamadas por ciclo de cada placa.

Se encuentra en Data\ Intensities \ BaseCalls\ Alignment.

Contiene un resumen de tasas de incoherencia y otros
resultados de llamadas de bases.

Se encuentra en Data\ Intensities \ BaseCalls\ Alignment.

Contiene una pagina web de resumen generada a partir del
archivo Summary.xml

Se encuentra en Data\ Intensities \ BaseCalls\ Alignment.
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ID de gen GI 49
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instalacion, fuera del instrumento 39

K

kit 20
Kit universal 1.0 20

L

licencia (EULA) 38
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LowDP 49
LowGQ 49
LowVariantFreq 49

M
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Si necesita asistencia técnica, pongase en contacto con el servicio de asistencia técnica de

Ilumina.

Informacion de contacto general de Illumina

Sitio web www.illumina.com

Correo techsupport@illumina.com
electronico

Numeros del servicio de asistencia al cliente de Illumina

Zona Numero de contacto Zona
Norteamérica 18008094566 Irlanda
Alemania 0800.180.8994 Italia

Australia 1.800.775.688 Noruega
Austria 0800296575 Nueva Zelanda
Bélgica 080081102 Paises Bajos
Dinamarca 80882346 Reino Unido
Espana 900812168 Suecia
Finlandia 0800918363 Suiza

Francia 0800.911850 Otros paises

Hojas de datos de seguridad

Numero de contacto
1800812949
800874909

80016836
0800451650
0800.0223859
0800.917.0041
020790181
0800563118
+44.1799.534000

Las hojas de datos de seguridad (SDS) estan disponibles en el sitio web de Illumina en

support.illumina.com/sds.ilmn.

Documentacion del producto

En el sitio web de lllumina es posible descargar documentos en PDF sobre el producto.
Vaya a support.illumina.com, seleccione un producto y, a continuaciéon, Documentation

& Literature (Documentacion y bibliografia).
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