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Tai liéu nay va néi dung trong dé thuéc quyén sd hiiu ctua lllumina, Inc. va cac cong ty lién két cua lllumina, Inc.
(“Nlumina”) va chi danh cho viéc st dung theo hgp déng véi khach hang cua lllumina lién quan dén viéc su dung (cac)
san phdm dudc mo ta trong tai liéu nay va khong danh cho muc dich nao khac. Tai liéu nay va ndi dung trong do sé
khoéng dudc sl dung hay phan phéi vi bat ky muc dich nao khac va/hoac khéng dudc truyén tai, ti€t 16 hay sao chép
dudi bat ky hinh thic nao khac ma khéng co su cho phép trudc bang van ban cua lllumina. lllumina khéng chuyén
nhugng bat ky gidy phép nao theo cac bang sang ché&, nhan hiéu, ban quyén hoac cac quyén theo thong luat ciing
nhu cac quyén tuong tu cua bat ky bén thd ba nao thong qua tai liéu nay.

Cac hudng dan néu trong tai liéu nay phai dugc tuan tha nghiém ngat va rd rang béi ca nhan dudc dao tao phu hgp va
c6 du trinh d6 nham dam bao su dung an toan va dung cach (cac) san phdm dudc mo ta trong tai liéu nay. Phai doc
va hiéu hoan toan tat ca ndi dung cua tai liéu nay tridc khi st dung (cac) san pham do.

VIEC KHONG BOC TOAN BO VA TUAN THU RO RANG TAT CA CAC HUGNG DAN NEU TRONG TAI LIEU NAY CO
THE DAN PEN GAY HU HONG (CAC) SAN PHAM, GAY TGN THUGNG CHO CON NGUGI, BAO GOM NGUGI DUNG
HOAC NHUNG NGUGI KHAC VA GAY THIET HAI TAI SAN KHAC, VA SE LAM MAT HIEU LUC BAO HANH AP
DUNG CHO (CAC) SAN PHAM DO.

ILLUMINA KHONG CHIU BAT KY TRACH NHIEM NAO PHAT SINH TU VIEC SU DUNG KHONG BUNG CACH (CAC)
SAN PHAM BUGC MO TA TRONG TAI LIEU NAY (BAO GOM CA CAC BO PHAN CUA SAN PHAM HOAC PHAN
MEM).

© Nam 2021 lllumina, Inc. Bao Iuu moi quyén.

T&t ca cac nhan hiéu déu la tai san cua lllumina, Inc. hodc cac chu sd hiiu tudng Uing. D& biét thdng tin cu thé vé
nhan hiéu, hay truy cap trang web www.illumina.com/company/legal.html.
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Hudng dan vé quy trinh cdng viéc cho mé-dun phan tich Local Run Manager Germline Variant cho NextSeq 550Dx

M6-dun Local Run Manager Germline Variant dudc st dung vé8i xét nghiém Illumina TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx va NextSeq 550Dx. Khi dudc st dung v8i M6-dun Germline Variant, xét nghiém dudc
dung dé chuén bi thu vién phuc vu cho viéc giai trinh tu DNA ti mau mau toan phan ngoai vi.

M6-dun phén tich danh gia cac ving DNA da dudc khuéch dai ngan, hay con goi |a amplicon, dé tim
bién thé. Giai trinh tu tap trung vao cac amplicon cho phép dat d6é phu cao tai cac vung cu thé. Xem
t3 théng tin san pham TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (tai liéu s6 1000000029772).

M6-dun phén tich Germline Variant yéu cau vat tu tiéu hao giai trinh tu 300 chu ky. D€ biét thém
thong tin, xem tG théng tin san pham cua NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 hoac NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5.

Gidi thiéu vé tai liéu hudng dan nay
Hudng dan nay cung cép cac chi dan dé thiét 1ap cac tham s6 Ian chay cho viéc giai trinh tu va phan
tich trong mé-dun phéan tich Germline Variant. D& biét thong tin vé trang téng quan Local Run

Manager va cai dat hé théng, hay xem Hudng dan tham khao vé thiét bi NextSeq 550Dx (tai liéu sé
1000000009513).

Xem Local Run Manager

Ban co thé xem giao dién Local Run Manager trong NextSeq 550Dx Operating Software (NOS) hoac
théng qua trinh duyét web. Trinh duyét web dudc hd trg I1a Chromium.
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Néu ban su dung trinh duyét khéng dugc ho trg, hay tai xuéng trinh duyét dudc ho trg khi nhan dugc
thong bao nhéc nhg "Confirm Unsupported Browser" (Xac nhéan trinh duyét khéng dudc hé trg). Chon
"here" (tai day) dé tai xuéng phién ban Chromium dudc hé trg.

Xem trén man hinh thiét bi

1 Dé& xem giao dién Local Run Manager trén man hinh thiét bi, hdy chon mot trong céac tuy chon
sau:
Trén man hinh Home (Trang chu) cua NOS, chon Local Run Manager.
Nhé&p vao ddu X & gbc trén bén phai dé quay lai NOS khi hoan tat.
Chon biéu tugng Minimize (Thu nho) NOS, mé trinh duyét web Chromium trén thiét bi va nhap
http://localhost vao thanh dia chi.
Chi ngugi dung quan tri mgi cé thé thu nho NOS.

Xem trén may tinh c6 két nGi mang

1 M@ trinh duyét web Chromium trén may tinh c6 quyén truy cap vao cung mét mang vdi thiét bi va
két ndi bang dia chi IP cla thiét bi hodc tén thiét bi. Vi du: http://myinstrument.

Thiét lap théng s6
1 Dang nhép vao Local Run Manager.

2 Chon Create Run (Tao lan chay) va chon Germline Variant (Bién thé dong mam).
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3 Nhap tén Iudt chay gilup xac dinh lugt chay tu budc gidi trinh tu dén budc phan tich.
Su dung cac ky tu chii va s6, dau cach, dau gach dudi hoac ddu gach ngang.

4 [Khdng bat budc] Nhap théng tin mo ta Ian chay dé giup xac dinh Ian chay.
Su dung cac ky tu chii va s6, dau cach, ddu gach dudi hoac dédu gach ngang.

5 Chon s6 mau va bd chi thi ti danh sach tha xudéng.
Hay can nhéc théng tin sau day khi ban Iua chon.
Danh sach tha xuéng chitia s mau cung v8i mét bd chi thi. Vi du: 24-Set 1 (24-B6 1) thé hién
rdng 24 mau sé dudc xét nghiém, vai cac chi thi ti bd chi thi 1.
S6 bd chi muc dé cap dén cac bd chi muc i5 khac nhau. B6 1 va B6 2 déu cung cép tinh da dang
chi muc. Hai bd chi thi dudc cung cép dé€ gilup ngan tinh trang thi€u hut néu chi cé mot bo duy
nhéat.

Chon s6 mau gan nhat véi s6 mau ban sé& xét nghiém. Néu danh sach khdng cé s6 mau chinh xac
ban can, hday chon s6 mau gan nhéat, nhung it han s mau ban sé xét nghiém. Vi du: néu ban
mudn xét nghiém 18 mau, hay chon 16 mau.

Cac giéng mau va té hdp chi muc dap Ung yéu cau vé tinh da dang chi muc dudc néu bat bang
mau xanh luc. Néu ban chon cac giéng va t6 hdp chi muc khac, khi luu Ian chay, ban sé nhén
dudc thdng bao néu cac yéu cau vé tinh da dang chi muc khéng dugc dap ung.

Nhap tép phiéu ké khai cho Ian chay

1 Dam bao rang céac phiéu ké khai ban mudn nhap c6 san d mét vi tri mang co thé truy cap hoac
trén 6 USB.
2 Chon Import Manifests (Nhap phi€u ké khai).

3 Chuyén dén tép phiéu ké khai va chon cac phiéu ké khai ma ban mudn thém.

' 5 LUU Y

N Dé chuan bi san sang tép phiéu ké khai cho tat ca cac lan chay bang mo-dun phan tich Germline
Variant, hay thém cac phiéu ké khai bang tinh nang Module Settings (Cai dat mé-dun). Tinh nang
nay yéu cau ban phai c6 quyén cédp ngudi dung quan tri vién. D€ biét thém théng tin, tham khao
Hudéng dan tham khao vé thiét bi NextSeq 550Dx (tai liéu s6 1000000009513).

Chi dinh mau cho Ian chay
Chi dinh mau cho lugt chay bang mdt trong cac tly chon va cac hudng dan sau do.
Nhap mau theo céch tha cdng — SU dung bang tréng trén man hinh Create Run (Tao lan chay).

Nhap méu — Chuyén dén tép bén ngoai & dinh dang gia tri didc phan tach bang dau phéy (*.csv).
Trén man hinh Create Run (Tao lan chay) sé c6 s&n mot mau cho ban tai xuéng.

Sau khi ban da dién thong tin vao bang mau, ban c6 thé xuét thdng tin mau ra mot tép bén ngoai. Su
dung tép nay lam tham chiéu khi chuén bi thu vién hoac nhap tép cho mét Ian chay khac.

Nhap mau theo cach thu cong

1 Nhéap ID mau duy nhét vao triéng Sample ID (ID mau).
Su dung cac ky tu chii va sé, ddu gach ngang hoac ddu gach dudi.

2 [Khéng bat budc] Béi véi cac mau chiing dudng hodc am, nhap chudt phai va chon loai mau
ching.
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3 [Khdng bat budc] Nhap théng tin mé ta mau vao trudng Sample Description (M6 ta mau).
Su dung cac ky tu chii va s6, dau gach ngang hoac dau gach dudi.
M6 ta mau dudc lién két véi mot tén mau. Mo ta mau sé bi ghi dé néu si dung lai cung mot tén
mau trong mot Ian chay khac sau nay.

4 Chon mdt adapter Chi thi 1 ti danh sach tha xuéng Index 1 (i7).

Khi ban sl dung cac giéng mau dudc dé xuét, phan mém sé tu dong dién cac adapter chi thi i7 va
i5 dap ling cac yéu cau vé da dang chi thi. Néu danh sach khéng cé s6 mau chinh xac ma ban sé
xét nghiém, hay nhdé chon adapter chi thi cho cac giéng trdi thém. Néu ban can chon chi thi cho
cac giéng bé sung, hodc ban khdng s dung cac t6 hdp adapter chi thi dudc dé xuét, hdy dam bao
doc Phat hién base va tinh da dang cua chi thj trén trang 15 truéc khi chon chi thi.

5 Chon mot adapter Chi thi 2 ti danh sach tha xudng Index 2 (i5).

Chon tép phiéu ké khai ti danh sach tha xuéng Manifest (Phi€u ké khai).

7 Chon mot tuy chon dé xem, in hodc luu cach bé tri khay lam tham chiéu khi chuan bi thu vién:
Chon biéu tugng = Print (In) dé hién thi cach bé tri khay. Chon Print (In) dé in cach bd tri
khay.

Chon Export (Xuat) dé xuat thdong tin mau ra tép bén ngoai.
Pam bao rang thong tin phiéu ké khai va mau la chinh xac. Théng tin khdng chinh xac c6 thé anh
hudng dén két qua.

8 Chon Save Run (Luu lan chay).

Nhap mau

1 Chon Import Samples (Nhap mau) rdi duyét dén vi tri cua tép thong tin mau. Ban co thé nhap hai

loai tép.
Chon Template (Mau) trén man hinh Create Run (Tao lan chay) dé tao cach bé tri khay mdi.
Tép méau chla cac tiéu dé cot chinh xac dé nhap théng tin. Nhap théng tin mau vao moi cot
cho cac mau trong lan chay. Xéa théng tin vi du trong cac 6 khéng su dung, sau do luu tép.
Su dung tép thong tin mau da dudc xuét ti mé-dun Germline Variant béng tinh nang Export
(Xuat).

2 Chon biéu tugng ®Print (In) d& hién thi cach bé tri khay.

3 Chon Print (In) dé in cach bé tri khay lam tham chiéu khi chuan bi thu vién.

4 [Khdng bat budc] Chon Export (Xuét) dé xuét théng tin mau ra tép bén ngoai.

Pam bao rang thong tin phiéu ké khai va mau la chinh xac. Théng tin khdng chinh xac c6 thé anh
hudng dén két qua.

5 Chon Save Run (Luu lan chay).

Chinh sua lan chay

Pé biét hudng dan vé cach chinh sta théng tin trong l1an chay clua ban trudc khi giai trinh tu, hay xem
Hudng dan tham khao vé thiét bi NextSeq 550Dx (tai liéu sé 1000000009513).

M6-dun phéan tich Germline Variant thuc hién cac budc phan tich sau day r6i ghi tép dau ra phan tich
vao thu muc Alignment (Phén tich so khdp).

Tach cac doan doc chi thi

Tai liéu s6 1000000030329 v04
DUNG CHO CHAN BOAN IN VITRO



Hudng dan vé quy trinh cdng viéc cho mé-dun phan tich Local Run Manager Germline Variant cho NextSeq 550Dx

Tao tép FASTQ
So khdp vai tham chiéu
Xac dinh bién thé

Tach doan
Budc tach doan so sanh tling trinh td BDoan doc chi thi véi cac trinh tu chi thi dudc chi dinh cho lan
chay. Budc nay khéng xem xét gia tri chat lugng nao.
DPoan doc chi thi dudc xac dinh bang cac budc sau:
Cac mau dudc danh sé bat dau ti 1 dua trén thid td mau dudc liét ké cho lan chay.
M&u sé 0 dudc danh riéng cho cac cum khdéng dudc chi dinh cho mét mau.

Cac cum dudc chi dinh cho mét mau khi trinh tu chi thi khdp chinh xac hodc khi cé t6i da mét lan
khéng khdp trén mbi Poan doc chi thi.

Tao tép FASTQ

Sau khi tach doan, phan mém tao cac tép phéan tich trung gian 6 dinh dang FASTQ, day la dinh dang
van ban dudc sl dung dé trinh bay cac trinh tu. Tép FASTQ chda cac doan doc cho tling mau va diém
chét lugng lién quan. Cac cum khéng di qua bd loc déu bi loai tru.

Méi tép FASTQ chia cac doan doc cho riéng mdt mau va tén cua mau dé sé co trong tén tép FASTQ.
Tép FASTQ la dau vao chinh dé so khdp. Tam tép FASTQ dudc tao ra cho mdi mau cho, bén tép tu
Poan doc 1 va bbn tép tli Doan doc 2.

So khdp
Trong budc so khdp, thuat toan Smith-Waterman dang dai bang sé so khdp cac cum cua tling mau véi
cac trinh td amplicon trong tép phi€u ké khai.

Thuat todn Smith-Waterman theo dai bang thuc hién so khdp trinh tu cuc bé dé xac dinh céc ving
tuong tu gilia hai trinh td. Thay vi so sanh tong trinh tu, thuat todn Smith-Waterman so sanh cac doan
thudc tat ca cac do dai co thé.

Méi doan doc ké&t doi dudc danh gia vé muic dd so khdp vdi cac trinh tu dau do lién quan cho doan
doc do.

Doan doc 1 dudc danh gia dua trén phan b6 sung ngudc ctia Oligo danh riéng cho 16-cut xubi
huéng (DLSO).

Poan doc 2 dudc danh gia dua trén Oligo danh riéng cho 16-cut ngugc hudng (ULSO).

Néu phan dau cua doan doc khdp vdi trinh tu dau do cé khdong qua ba khac biét (s6 1an khdng
khdp hoac thay déi do indel dan dau) thi toan bd dd dai cua doan doc dudc so khdp vaSi muc tiéu
amplicon cho trinh tu do.

Indel trong DLSO va ULSO khéng dudc quan sat, xét cong nghé héa hoc cua xét nghiém.

Cac chudi so khdp dudc loc tii két qua so khdp dua trén ty 1& khéng khdp trén ving quan tdm hoac
toan bd amplicon, tuy thudc vao dd dai amplicon. Cac chudi so khdp da loc dudc ghi trong céc tép so
khdp la khong so khdp va khdong dudc su dung trong viéc phat hién bién thé.

Phat hién bién thé
Pudc phat trién bdi lllumina, Pisces Variant Caller xac dinh cac bién thé co trong mau DNA.
Pisces variant caller xac dinh cac SNV, MNV va indel nho theo 3 budc:
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Xem xét riéng tlng vi tri trén hé gen tham chiéu
PEém sb base tai vi tri do d6i véi cac doan doc so khdp phu qua vi tri
Tinh di€ém bién thé do chét lugng phat hién bang md hinh Poisson. Cac bién thé coé diém chét
lugng dudi Q20 sé bi loai bo.
Néu vudt qua tat ca cac bd loc, bién thé dudc danh dau la PASS (PAT) trong VCF.
DEé biét thém thong tin, xem github.com/Illumina/Pisces/wiki.

1 Tu trang téng quan Local Run Manager, chon tén Ian chay.

2 Tu tab Run Overview (Tong quan lugt chay), hdy xem xét cac chi sé cua lugt chay giai trinh tu.

3 [Khong bat budc] Nhap vao biéu tudng Copy to Clipboard (Sao chép vao bang nhd tam) D 45
sao chép dudng dan thu muc Ian chay dau ra.
4 Nhép vao tab Sequencing Information (Théng tin gidi trinh tu) dé xem lai cac théng sé6 lan chay va
thong tin vé vat tu tiéu hao.
5 Nhéap vao tab Samples and Results (Mau va két qua) dé xem vi tri bdo céo.
Néu da Iap lai phéan tich, m& rong danh sach tha xudng Select Analysis (Chon phan tich) va
chon phan tich thich hgp.

6 Nhéap vao biéu tugng Copy to CIipboardEl (Sao chép vao bang nhé tam) dé sao chép dusng dan
thd muc Analysis (Phéan tich).

DE biét thém thong tin vé cac tab Run Overview (Tong quan vé lan chay), Sequencing Information

(Théng tin giai trinh tu) va cach xé&p lai hang dgi phan tich, hdy xem Hudng dan tham khdo vé thiét bi

NextSeq 550Dx (tai liéu s6 1000000009513).

K&t qua phan tich dudc tom tat trong tab Samples and Results (Mau va két qua), va dudi dang bao
céo téng hdp trong thu muc Alignment (So khép). Bao cédo cho tling mau ciing c6 sén & dinh dang tép
PDF cho méi mau.

Mau va Két qua Tab Thong tin

1 Nhé&p vao mau trong danh sach dé xem bao cdo mau.

Bang 1 Thong tin [An chay va mau
Tiéu dé cot M6 ta
Run Status (Trang thai Ian chay) Cho biét lan chay gidi trinh tu dat hay khong.

Total Yield (GB) (T6ng nang suédt  Sé ludng base dudc phat hién trong Ian chay giai trinh tu. Hién thi ngudng dat
(GB)) chuén, va trang thai dat hodc khéng dat.

% = Q30 Ty |é phan tram doan doc trong Ian chay co6 diém chét lugng > 30 (Q30). Hién thj
ngudng dat chudn, va trang thai dat hoac khong dat.

Sample ID (ID mé&u) ID méau dudc cung cap khi qua trinh chay dudc tao.
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Tiéu dé cot
Total PF Reads (Téng s6 doan
doc PF)

Read 1% = Q30 (Poan doc 1%
Q30)

Read 2% = Q30 (Poan doc 2%
Q30)

Autosome Call Rate (Ty Ié phat
hién nhiém sac thé thusng)

v

v

Bang 2 M&u Bao cdo Théng tin
Tiéu dé cot
Sample (Mau)
Report Date (Ngay bao cao)

Sample Information (Thdéng tin
mau)

Amplicon Summary (Tom tat
amplicon)

Read Level Statistics (Thong ké
cép do doan doc)

Variants Summary (Tom tat bién
thé)

Coverage Summary (Tom tat do
bao phu)

Coverage Plots (Biéu do d6 bao
phu)

Software Versions (Phién ban
phan mém)

M6 ta

Téng s6 doan doc vugt qua bod loc.
Ty I& doan doc cua Doan doc 1 ¢6 diém chét lugng = 30 (Q30) cho mau nay.
Ty & doan doc cua Poan doc 2 c6 diém chét ludng = 30 (Q30) cho mau nay.

S6 lugng vi tri hé gen trén cac nhiém sac thé thudng (nhiém séc thé ti 1 dén 22)
dat ngudng gia tri do tin cay dudc xac dinh trudc, chia cho téng s6 vi tri hé gen
trén nhiém séc thé thudng dugc kiém tra. Ty 1& phat hién dugc mé ta trén ting
méu va dudc bao cao dudi dang phan tram, tinh bang 1 tru di (s6 lugng vi tri trén
nhiém séc thé thudng cé két qua phat hién khéong hoan chinh chia cho téng s6 vi
tri nhiém séac thé thudng dudc giai trinh tu).

Mé ta
ID m&u dudc cung cap khi qua trinh chay dudc tao.
Ngay bao cao dudc tao.

Ma dinh danh mau dudc cung cép khi tao 1an chay, téng sé doan doc vudt qua bd
loc trong mau, ty 1& phan tram doan doc cua mau cé diém chét lugng tu 30 (Q30)
trg 18n, va ty 1& phat hién nhiém sac thé thudng.

T6ng s6 vung amplicon dudc giai trinh ty va téng chiéu dai tinh bang cap base
clia cac amplicon dudc gidi trinh tu trong cac viing muc tiéu, déi véi mau va tép
phi€u ké khai. Tép phiéu ké khai chi dinh hé gen tham chiéu va cac vung tham
chiéu muc tiéu dudc su dung trong budc so khdp.

S6 lugng va ty 1& doan doc cho m&u bao phu tiing vi tri trén tham chiéu, cho
Poan doc 1 va Boan doc 2.

S6 lugng SNV, dét bién thém doan va dét bién méat doan dudc phat hién cho mau
dat cac gia tri khuyén nghi dé xac dinh két qua chét lugng c6 nam trong pham vi
chép nhan dudc hay khéng,

T6ng s6 base da so khdp chia cho kich thudc vung muc tiéu, va ty 1& phan tram
cac vung amplicon cé dé bao phu I6n hdn ngudng dé bao phu thép (0,2 * dé bao
phu trung binh cua amplicon), déi v8i mau.

Bi€u d6 do bao phu theo Viung Amplicon thé hién do bao phu trén toan bd cac
viing amplicon cho m&u. Cac vung c¢6 gia tri d6 bao phu thdp hon ngudng dé bao
pha dudc t6 mau dé. Gia tri trung binh cla tat ca cac gia tri dudc thé hién bang
dudng mau cam.

Céc phién ban phan mém khi mau dugc giai trinh tu. Bao gém NextSeq 550Dx
Operating Software (NOS), Phan mém Local Run Manager, Phan mém RTA, va
phién ban mé-dun Germline Variant.

Cac tép dau ra phéan tich sau day dudc tao cho m6-dun phéan tich Germline Variant va cung cép két
qua phan tich cho qua trinh so khdp va phat hién bién th&. Cac tép dau ra phan tich nam trong thu
muc Alignment (So khdp).
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Tén tép Mo ta

Demultiplexing (*.txt) Cac tép trung gian chda két qua tém tat tach doan.

FASTQ (*.fastq.gz) Tép trung gian chla cac phat hién base da dudc chdm diém chét lugng.
Cac tép FASTAQ la di liéu dau vao chinh cho budc so khép.

Cac tép so khdp 6 dinh dang BAM Chua cac doan doc da dudc so khdp cho mét mau cu thé.

(*.bam)

Cac tép phat hién bién thé é dinh dang  Chua ki€u gen cho tting vi tri, du dudc phat hién la bién thé hay tham
genome VCF (*.genome.vcf.gz) chiéu.

Cac tép phat hién bién thé & dinh dang  Chua t4t ca cac bién thé dudc phat hién trén toan bd viing muc tiéu.
VCF (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv Chua théng tin vé dé bao phu trén tling amplicon cho tling mau déi véi méi
phi€u ké khai dudc cung céap. M# dai dién cho s6 phiéu ké khai.

Dinh dang tép tach doan
Qué trinh tach doan doc trinh Iu chi thi gan véi mdi cum dé xac dinh cum do6 bat ngu'én ti mau nao.
Anh xa gilia cac cum va s6 mau dudc ghi vao mét tép tach doan (*.demux) cho mdi 6 Iudi cua té bao
dong chay.
Dinh dang tén tép tach doan la s_1_X.demux, trong dé X Ia s6 6 Iudi.
Céc tép tach doan bat dau vdéi phan dau:
Phién ban (s6 nguyén 4 byte), hién tai la 1
S6 lugng cum (s6 nguyén 4 byte)
Phan con lai cua tép bao gébm s& mau cho moi cum ti 6 IUGi.
Khi budc tach doan hoan tat, phan mém tao ra tép tach doan tén la DemultiplexSummaryF1L1.txt.
Trong tén tép, F1 dai dién cho s6 té bao dong chay.
Trong tén tép, L1 dai dién cho sé lan.
Viéc tach doan tao ra bang cé 1 hang cho méi 6 lugi va 1 cdt cho mbi mau, bao gém ca mau 0.

Ngoai ra, tép con ghi lai cac chudi thudng gap nhéat trong doan doc chi thi.

Binh dang tép FASTQ
FA:STQ la mdt dinh dang tép van ban chia cac phat hién base va gia tri chat lugng cho mdi doan doc.
Moi ban ghi cé 4 dong:

Ma nhan dang

Trinh tuy

Dau céng (+)

Diém chét lugng Phred dudc ma héa theo dinh dang ASCII + 33

Tai liéu s6 1000000030329 v04
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Ma nhan dang dudc dinh dang la:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Vi du:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
"

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH# : <#<;<<L?22 %=

Dinh dang tép BAM

Tép BAM (*.bam) |a phién ban nén nhi phan cua tép SAM, dudc dung dé biéu dién cac trinh tu da so
khdp [én dén 128 Mb. Cac dinh dang SAM va BAM dugc md ta chi tiét tai samtools.github.io/hts-
specs/SAMv1.pdf.

Tép BAM dung dinh dang tén SampleName_S#.bam, trong dé # la s6 mau dudc xac dinh bang thd tu
ma cac mau dudc liét ké cho lan chay.

Tép BAM gbém c6 phéan dau va phan so khép:
Phan ddu—Chua thong tin vé toan bé tép, chang han nhu tén mau, dd dai mau, va phudng phap
so khdp. Cac so khdp trong phan so khdp sé dudc lién két véi thong tin cu thé trong phan dau.

So khdp—Chua tén doan doc, trinh tu doan doc, chat lugng doc, thdng tin so khdp va thé tuy
chinh. Tén doan doc bao gdm nhiém séac thé, toa dd bat dau, chéat ludng so khdp, va chudi md ta
khdép.

Phan so khdp bao gém céc thdng tin sau cho mdi doan doc hodc cap doan doc:
AS: Chat lugng so khdp cua doan doc két doi
RG: Nhém doan doc, cho biét s6 lugng doan doc cia mot mau cu thé.
BC: Thé ma vach, dung dé chi dinh ID mau da dudc tach doan gén vai doan doc.
SM: Chat ludng so khdp cua doan doc don.
XC: Chudi mb ta khdép
XN: Thé tén amplicon, ghi lai ID amplicon gan vdi doan doc
Cac tép chi thi BAM (*.bam.bai) cung cap mét chi thi cho tép BAM tuong ung.

Dinh dang tép VCF

Variant Call Format (VCF) la dinh dang tép chung do cong dong khoa hoc di truyén hoc phat trién. N6
chtia théng tin vé cac bién thé dudc tim thay tai cac vi tri cu thé trén hé gen tham chiéu. Céac tép VCF
két thuc vé@i hau t6 .vcf

Phan dau tép VCF bao gom phién ban dinh dang tép VCF, phién ban cong cu phat hién bién thé va
liét ké cac chu giai dudc su dung trong phan con lai cua tép. Phan dau tép VCF cling bao gobm tép hé
gen tham chiéu va tép BAM. Dong cudi cung trong phan dau chda tiéu dé cét cho cac dong dii liéu.
Mbi dong dii liéu trong tép VCF chua thdng tin vé mét bién thé.

Tai liéu s6 1000000030329 v04 10
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Cac tiéu dé trong tép VCF

Tiéu dé

CHROM

POS

REF

ALT

QUAL

Mo ta
Nhiém s&c thé cua hé gen tham chiéu. Cac nhiém sic thé xuét hién theo cung thd tu nhu
trong tép FASTQ tham chiéu.

Vi tri mét base duy nhat cua bién thé trén nhiém séc thé tham chiéu.
DaGi véi SNP, vi tri nay la base tham chiéu clung vdi bién thé; dgi véi cac indel hoac ving xoa,
vi tri nay la base tham chiéu ngay trudc bién thé.

S& rs cho bién thé dudc 1dy ti dbSNP.txt, néu cd. Néu tai vi tri nay co nhiéu sé rs, danh sach
sé& dudc phan tach bang ddu chdm phay. Néu khong c6 muc nhap dbSNP tai vi tri nay, sé su
dung ky hiéu gia tri thi€u (".").

Hé gen tham chiéu. Vi du: mét dot bién mat mot nucleotide T dudc bidu dién 14 kiéu gen tham
chigu TT va kiéu gen thay thé T. M6t bién thé don nucleotide tii A sang T dudc biéu dién |a
ki€u gen tham chiéu A va kiéu gen thay thé T.

Cac alen khac véi doan doc tham chiéu.

Vi du: mét viung chén thém mot T duy nhat dudc biéu dién 1a kiéu gen tham chiéu A va kiéu
gen thay thé AT. Mét bién thé don nucleotide ti A sang T dudc biéu dién |4 kiéu gen tham
chiéu A va kiéu gen thay thé T.

Diém chét lugng theo thang Phred do trinh phat hién bién thé gan.

Diém cang cao thi do tin cay vé bién thé cang I6n va xac suét 16i cang thap. V&i diém chét
ligng Q, xac suat 16i udc tinh 1a 10 (Y10 vi du: bo phat hién Q30 co ty 18 16i 0,1%. Nhiéu
trinh phat hién bién thé gan diém chét lugng dya trén mo hinh théng ké, thudng cao hon so
vdi ty 1& 16i quan sat dudc.
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Cac chu thich trong tép VCF

Tiéu dé Mo ta
FILTER Néu tat ca péc bd loc déu dat, gia tri PASS sé dudc ghi trong cot bd loc.

* LowDP-Ap dung cho cac vi tri cé do sau bao phua dudi 150x. B6i véi cac vi tri amplicon
dudc bao phu bdi ca doan doc xubi va doan doc ngudc, diéu nay tudng duong vdi 300 doan
doc két déi chdng lap.

* q20-Diém chét lugng <20.

+ MultiAllelicSite—Bién thé khong tuan theo mé hinh 1udng boi.

R5x9—-S6 lugng chudi 1ap lai lién k& (d6 dai 1 dén 5 bp) so v4i két qua phat hién bién thé
209,
+ SB-DJ léch theo chiéu mach 16n hon ngudng quy dinh.

INFO Cac muc nhap cdé thé cé trong cét INFO bao gom:

AC-S6 ludng alen trong kiu gen d6i véi mdi alen THAY THE (ALT), theo ding thd tu dudc
liét ké.

AF—-Tan suét alen déi v6i mdi alen THAY THE, theo dung thi tu dudc liét ké.

AN-TG8ng s6 lugng alen trong cac ki€u gen da dudc phat hién.

CD-Cd cho biét SNP xay ra trong vung méa héa cua it nhat mét muc nhap RefGene.
DP-D0 sau (s6 ludng cac lan phat hién base dudc so khdp tai moét vi tri va dugc s dung
trong viéc phat hién bién thé).

Exon—Danh sach cac ving exon, dugc phan tach bang dau phéy, doc tii RefGene.
FC—Hau qua chtc nang.

Gl-Danh sach cac ID gen, dudc phan tach bang ddu phay, doc tli RefGene.

QD-D¢ tin cay/Chét lugng bién thé theo do sau doc.

TI-Danh séach cac ID ban phién ma, dudc phan tach bang ddu phay, doc tii RefGene.

FORMAT Co6t dinh dang liét ké cac trudng dudc phan tach bang ddu hai chdm. Vi du: GT:GQ. Danh
sach céac trudng dudc cung cép phu thudc vao cong cu phat hién bién thé dudc st dung. Cac
trudng c6 sén bao gom:

* AD—Muc nhép c6 dang X,Y, trong do X la s6 lan phat hién alen tham chi€u, va Y la sé lan
phat hién alen thay thé.

DP-D6 sau doan doc x&p xi; cac doan doc c6 MQ=255 hodc c6 cap 16i sé bi loc bo.

GQ-Chét lugng ki€u gen.

GT—Kiéu gen. 0 tudng ting vdi base tham chiéu. 1 tudng Ung véi muc nhap dau tién trong

cOt ALT. Va ti€p tuc nhu vay cho cac muc nhap ké ti€p. Dau gach chéo (/) cho biét khéng

co6 théng tin dinh pha kha dung.

NC-Ty |é cac base khéng dudc phat hién, hoac cé chéat lugng phat hién base dudi ngudng

tGi thiu.

NL—M{c nhiéu; udc ligng mdc dd nhiéu trong viéc phat hién base tai vi tri nay.

SB-Sai Iéch theo chiéu sdi tai vi tri nay. Gia tri &m cang I6n cho thdy cang it sai Iéch hadn;

cac gia tri gan 0 cho thay sai Iéch nhiéu han.

« VF-TAan suét bién thé; phan trdm s6 doan doc hd trg cho alen thay thé.

SAMPLE Cét mau cung cép céac gia tri dudc chi dinh trong c6t FORMAT.

Tép Genome VCF

Tép Genome VCF (gVCF) la tép VCF v4.1 tuan theo bd quy udc bi€u dién moi vi tri trong hé gen dudi
dinh dang nhé gon hdp ly. Tép gVCF (*.genome.vcf.gz) bao gébm tat ca vi tri trong vung quan tam
trong mot tép duy nhéat cho tiing mau.

Tép gVCF hién thi khéng phat hién tai cac vi tri khdng di qua tat ca bd loc. The ki€u gen (GT) ./. biéu
thi trang thai khéng phat hién.

DE biét thém thong tin, xem sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvcf.
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Tép d6é bao phu amplicon

Mot tép dé bao phu amplicon dudc tao cho tting tép phi€u ké khai. M# trong tén tép biéu thi s& phiéu
ké khai.

Mbi tép gdm mdt dong tiéu dé chia cac ID mau lién két véi phiéu ké khai. Tép chia cac théng tin sau.

ID dich nhu dudc liét ké trong phi€u ké khai.
D6 sau bao phu cua cac doan doc vugt qua bd loc.

Tép dau ra bd sung

Cac tép dau ra sau day cung cap thong tin bé sung hodc tém tat két qua chay va 16i phan tich. Mac
du céac tép nay khoéng bat budc dé danh gia két qua phan tich, nhung ching cé thé dudc s dung cho
muc dich xU ly su c6. Tat ca cac tép déu nam trong thu muc Alignment (So khdp), trii khi c6 chi dinh
khac.

Tén tép Mb ta

AnalysisLog.txt Nhat ky xu ly md ta tling budc da dién ra trong qua trinh phan tich thu muc chay
hién tai. Tép nay khéng chia théng bao 16i.
N&m & thu muc Alignment (So khdp).

AnalysisError.txt Nhat ky xu ly liét ké bat ky 16i nao xay ra trong qua trinh phan tich. Tép nay sé
tréng néu khéng co 16i nao xay ra.
N&m & thu muc Alignment (So khdp).

DemultiplexSummaryF 1L1#.txt B&o céo két qua tach doan trong mét bang, véi 1 hang cho méi 6 IUGi va 1 cot
cho mdi mau. # dai dién cho lan 1, 2, 3, hoac 4 cua t& bao dong chay.
N&m & thu muc Alignment (So khdp).

AmpliconRunStatistics.xml Chta théng ké tom tat cu thé cho lan chay.
N&m & thu muc Alignment (So khdp).

Analysis Folder (Thu muc phan tich)
Thu muc phéan tich chda cac tép dudgc phan mém Local Run Manager tao ra.
M&i quan hé gilia thu muc dau ra va thu muc phan tich dudc tém tat nhu sau:

Trong qua trinh gidi trinh tu, Real-Time Analysis (RTA) sé dién vao thu muc dau ra cac tép dudc
tao ra trong qua trinh phéan tich hinh anh, phat hién base va chdm diém chét lugng.

RTA sao chép cac tép vao thu muc phén tich trong thdi gian thuc. Sau khi RTA gan diém chéat
ligng cho tling base & méi chu ky, phan mém sé ghi tép RTAComplete.txt vao ca hai thu muc.

Khi tép RTAComplete.txt xuat hién, qua trinh phan tich bat dau.

Khi qua trinh phan tich ti€p tuc, Local Run Manager sé ghi cac tép dau ra vao thu muc phan tich,
sau do6 sao chép cac tép nay trd lai thu muc dau ra.

Cac thu muc so khép

M&éi Ian phan tich dudc xé&p lai hang dgi, Local Run Manager sé& tao mét thu muc Alignment (So khdp)
co tén 1a Alignment_N, trong dé N 18 mét sé thd tu tang dan.

Cau truc thu muc

(] Alignment (So khdp)—Chua cac tép *.bam, *.vcf, FASTQ va céac tép danh riéng cho moé-dun phan
tich.
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(71 Date and Time Stamp (D&u ngay va gid)—Dau ngay gid phan tich dang YYYYMMDD_
HHMMSS

=l AnalysisError.txt
[E] AnalysisLog.txt
E aggregate.report.html
= aggregate.report.pdf
= aggregate.summary.csv
=l AmpliconCoverage_M#.tsv
=] AmpliconRunStatistics.xml
=l Sample1.genome.vcf.gz
=l Samplel.coverage.csv
B Samplel.report.pdf
[E] Sample1.summary.csv
= Samplel.vcf.gz
=l Sample1.bam
71 FASTQ

= Sample1

=l Sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[ Stats
= DemuxSummaryF1L1.txt
= FastgSummaryF1L1.txt
[ Data
[ Intensities

BaseCalls

[(71L001—Cha cac tép *.bcl.
[71L001—Chia cac tép *.locs.

71 RTA Logs—Cha cac tép nhat ky tii phan tich phan mém RTA.
InterOp—Chta céac tép nhi phan dung dé bao cdo thdng sd cua lan chay giai trinh tu.
= Logs—Chua cac tép nhat ky md téd cac budc dudc thuc hién trong khi giai trinh tu.
El RTAComplete. txt
= Runinfo.xml

=l RunParameters.xml
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Phat hién base va tinh da dang cua chi thi
Khi cac mau dudc giai trinh tu trén thiét bi NextSeq 550Dx, qua trinh phat hién base sé xac dinh mot
base (A, C, G hoac T) cho mdi cum ciia mét & cho tridc hodc vung chup anh trén té bao dong chay 6
mot chu ky cu thé. Thiét bi NextSeq 550Dx sU dung phudng phap giai trinh tu hai kénh, chi yéu cau
hai hinh anh dé ma héa dii liéu cho bdn base DNA, mét ti kénh do va mot ti kénh xanh luc.
Quy trinh danh cho cac doan doc chi thi phat hién base khac vdi quy trinh phat hién base trong cac
doan doc khac.
Doan doc chi thi phai bat dau vdi it nhat mot base khong phai loai G § moét trong hai chu ky dau. Néu
Doan doc chi thi bat dau vdi hai phat hién base loai G thi sé khéng c6 cudng dé tin hiéu nao dudc tao
ra. Tin hiéu phai xuat hién ¢ mét trong hai chu ky dadu dé dam bao hiéu suét tach doan.
Khi lda chon cac chi thi trong qua trinh tao Ian chay, canh bao tinh da dang thap sé xuéat hién néu cac
chi thi khéng dap Uling yéu cau vé tinh da dang. D& ngan xuét hién canh bao tinh da dang thap, hay
chon trinh tu chi thj cung cép tin hiéu trong c4 hai kénh cho moi chu ky.

Kénh do: A hoac C

Kénh xanh luc: A hoac T
Quy trinh phat hién base nay dam bao do chinh xac khi phan tich cac mau it kénh. D& biét thém théng
tin vé trinh tu cua cac chi thi ctia ban, xem td hudng dan s dung san phdm TruSeq Custom Amplicon
Kit Dx (tai liéu s6 1000000029772).

Trong qua trinh tao 1an chay trong Local Run Manager, ban sé& chon sé ludng mau can dudc xét
nghiém. Cac td hdp chi thi dudc dé xuét dap ling cac yéu cau vé tinh da dang chi thi sé dudc phan
mém tud déng dién. DU khdng bat budc sl dung céc té hdp chi thi dudc dé xuét, ban van nén ap dung
cac td hdp nay.
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Lich sU sta doi

Tai liéu Ngay Mo ta thay dGi
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Tai liéu s6 1000000030329 Thang Da cap nhat dia chi cua bai dién dUQg Uy quyén tai Lién minh chau Au.
v03 12 nam Céap nhat dia chi cua Nha bao trg tai Uc.
2019
Tai liéu s6 1000000030329 Thang 1 Pa thém thong tin vé bo kit thudc thd v2.5.
v02 nam
2019
Tai liéu s6 1000000030329 Thang 8 Cap nhat nhan cong bé hgp quy.
v01 nam
2018
Tai liéu s6 1000000030329 Théang Phat hanh lan dau.
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P& dudc ho trd ky thuat, hay lién hé véi bd phan Ho trg ki thuét cua lllumina.

Trang web:
Email:

Céc s6 dién thoai ho trd khach hang cua lllumina

Khu vuc

Béac My

Uc

Ao

Bi

Trung Quéc
Pan Mach
Phan Lan
Phap

buc

Hong Kong
Ireland

Y

Nhat Ban

Ha Lan

New Zealand
Na Uy
Singapore
Tay Ban Nha
Thuy Dién
Thuy Si

bai Loan
Vudng quéc Anh

Cac quéc gia khac

www.illumina.com

techsupport@illumina.com

S6 mién cudc
+1.800.809.4566
+1.800.775.688
+43 800006249
+32 80077160
400.066.5835
+45 80820183
+358 800918363
+33 805102193
+49 8001014940
800960230

+353 1800936608
+39 800985513
0800.111.5011
+31 8000222493
0800.451.650
+47 800 16836
+1.800.579.2745
+34 911899417
+46 850619671
+41 565800000
00806651752
+44 8000126019
+44.1799.534000

Khu vuc

+43 19286540

+32 34002973

+45 89871156

+358 974790110

+33 170770446

+49 8938035677

+353 016950506
+39 236003759

+31 207132960

+47 21939693

+34 800300143

+46 200883979

+41 800200442

+44 2073057197

Cac bang dii liéu an toan (SDS) — Co trén trang web cua Illumina tai dia chi
support.illumina.com/sds.html.

Tai liéu hudng dan vé san phdm — Co thé tai xuéng ban PDF tu trang web cua lllumina. Truy cap
support.illumina.com, chon mét san pham, sau do6 chon Documentation &Literature (Tai liéu hudng

d&n & Y van).
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