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lllumina Microbial
Amplicon Prep—
Influenza A/B

Solucion optimizada de
preparacion de librerias para la
investigacion del virus de la gripe
y la vigilancia de la salud publica

« Permite una cobertura rdpida, sin sesgos y del genoma
completo de las cepas del virus de la gripe Ay B

» Admite aportes de ARN de una serie de tipos de muestras
y concentraciones viricas

« Simplifica el andlisis del genoma completo y la interpretacion
de las variantes

illumina
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Introduccion

Las cepas del virus de la gripe Ay B pueden provocar
brotes estacionales de enfermedades respiratorias,
pandémicas y zoonoticas, o que supone una amenaza
mundial para la salud humana y animal. La pandemia de
la COVID-19 demostro la utilidad de la vigilancia gendmica
de patégenos basada en la secuenciacion de nueva
generacion (NGS, Next-Generation Sequencing), lo que
permitio a los investigadores realizar un seguimiento de
las variantes emergentes y guiar la respuesta de salud
publica. Se han aplicado enfoques similares basados en
amplicones para secuenciar y caracterizar los virus de la
gripe.? Sin embargo, los virus de la gripe presentan una
alta variabilidad gendmica, lo que hace que sea dificil
secuenciarlos con precision. Ademés, muchos protocolos
de secuenciacion disponibles no estan optimizados

y pueden producir resultados de secuenciacién variables.

El kit lllumina Microbial Amplicon Prep—Influenza A/B se
basa en el ensayo demostrado Illlumina COVIDSeq™ Assay
y permite una secuenciacion y caracterizacién precisa,
rapida y sin sesgos de los virus de la gripe. La integracion
de la aplicacion DRAGEN™ Targeted Microbial facil de
usar simplifica el andlisis de datos, lo que hace que la
identificacion de variantes y el subtipado de virus sea
accesible para laboratorios sin experiencia bioinformatica.
Como parte de un flujo de trabajo integrado y flexible
(Figura 1), el kit lllumina Microbial Amplicon Prep—
Influenza A/B permite a los investigadores ampliar sus
esfuerzos de vigilancia gendmica para proteger la salud
de sus comunidades.

Flujo de trabajo optimizado

[llumina Microbial Amplicon Prep—Influenza A/B es

una solucién de preparacion de librerias basada en
RT-PCR altamente multiplexada para la secuenciacion

y caracterizacion rapidas y sin sesgos de virus de la gripe
(Tabla 1). Este kit, basado en el sélido flujo de trabajo de
[llumina COVIDSeq Assay, incluye pasos para el aislamiento
del material genético mediante secuenciacién y analisis

de datos para la deteccion y caracterizaciéon de cepas

de virus de la gripe (Figura 1).

Preparacion de librerias

El kit lllumina Microbial Amplicon Prep—Influenza

A/B incluye los reactivos necesarios para la
retrotranscripcion del ARN, la amplificacion PCR,

los transposomas unidos a bolas para la tagmentacion
de amplicones y los adaptadores indexados para generar
librerias de secuenciacién a partir de amplicones del
genoma completo (Figura 2). El kit es compatible con

el ARN extraido utilizando kits comerciales.

Tabla 1: Tiempo de procesamiento y tiempo
de participacién activa totales

. Tiempo de
N.° de Tiempo de ) 'p -
) participacion
muestras procesamiento .
activa
8 muestras 8 horas 1,9 horas
48 muestras 9,3 horas 3,2 horas

Preparacion Preparacion . ..
de muestras delibrs Secuenciacion Analisis de datos

@ ¥

Kit comercial de Illumina Microbial

extraccién de ARN
(48 samples)*

Amplicon Prep—Influenza A/B

] —

11

Sistema de Aplicacion
secuenciacion de DRAGEN Targeted
sobremesa de lllumina Microbial

Figura 1: Flujo de trabajo de lllumina Microbial Amplicon Prep—Influenza A/B: en un flujo de trabajo optimizado, las librerias del
virus de la gripe se preparan con el kit lllumina Microbial Amplicon Prep—Influenza A/B, se secuencian en cualquier sistema de
secuenciacién de sobremesa de lllumina y se analizan en la aplicacion DRAGEN Targeted Microbial para la deteccion, la llamada de
variantes y el tipado de estirpes. *El kit proporciona todos los reactivos necesarios para la preparacion de librerias, incluida la mezcla
de cebadores universales para el virus de la gripe A/B, reactivos para la RT-PCR e indices dobles Unicos. No se incluyen los reactivos

de extraccion de ARN.

2 | M-GL-01898 ESP v1.0

Para uso exclusivo en investigacién. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.



ILLUMINA MICROBIAL AMPLICON PREP—INFLUENZA A/B

Segmentos de ARN gendmico

ADNCc de la primera cadena

ADNCc bicatenario

PB2, 2,3 kb — — p2s N>
-\ Pls
PB1, 2,3 kb - — >
“
PA, 2,2 kb - _— ~
“
HA, 1.8 kb - — RT >
- ->
NP, 1,6 kb - — >
“
NA, 1,4 kb - _— ~
“ .
M, 1,0 kb - —_ ~
- ——
NS, 0,9 kb - —_ ~ «
- =

<« Pls
- — —
- PCR — —
-> - Tagmentacion

Figura 2: Enfoque de RT-PCR del genoma completo universal del virus de la gripe A/B para generar amplicones listos para la
secuenciacién: la mezcla de cebadores para la gripe A/B contiene 16 cebadores disefiados para hibridarse a los extremos 3'

de la primera y la segunda cadena de ADN complementario (ADNc), lo que permite tanto la sintesis de ADNc de longitud completa de
cada segmento de ARN gendmico como la posterior amplificacion PCR para producir amplicones completos listos para la tagmentacion
y la preparacion de las librerias. Las lineas de color naranja representan las regiones no codificantes conservadas del segmento

de ARN genodmico. Las lineas negras representan las secuencias de ADN adicionales afiadidas por los cebadores universales.

Secuenciacion

Las librerias preparadas se pueden secuenciar en cualquier
sistema de secuenciacion de lllumina. Sin embargo,

la configuracién de 48 muestras de lllumina Microbial
Amplicon Prep—Influenza A/B hace que sea ideal para
plataformas de sobremesa, como iSeq™ 100 System,
MiniSeg™ System, MiSeq™ System, NextSeq™ 500 System,
NextSeq 550 System, NextSeq 1000 System

y NextSeq 2000 System.

Andlisis de datos

La aplicacion DRAGEN Targeted Microbial de lllumina esta
disponible de forma gratuita en BaseSpace™ Sequence
Hub. La aplicacion facil de usar alinea las lecturas con los
genomas de referencia, realiza la llamada de variantes

y genera una secuencia de genoma consenso que
representa la poblacién de especies de acido nucleico en
la muestra (Figura 3). Cuando estan disponibles, se accede
a bases de datos seleccionadas externas para realizar
andlisis de linaje adicionales.
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Figura 3: Gréafico de cobertura del virus de la gripe A generado
con la aplicacién DRAGEN Targeted Microbial: los resultados del
grafico de cobertura de la aplicacion DRAGEN Targeted Microbial
son interactivos, con la capacidad de alternar entre escala
logaritmica, incluir o excluir las lineas de la mediana de cobertura
o la informacidn de sustitucion/delecion. En el caso de los virus
segmentados, como los virus de la gripe Ay B, cada segmento
se muestra en un grafico de cobertura independiente. Cada
circulo representa un SNP que varia con respecto al genoma

de referencia. Cada color indica si se trata de una sustitucion

de A, G, T o C. También se indican las inserciones y deleciones
mediante triangulos. Los graficos interactivos se pueden
descargar como archivos PNG, como aqui se muestra.
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Excelente cobertura en los
genomas del virus de la gripe A/B

lllumina Microbial Amplicon Prep—Influenza A/B esta
disefiado para proporcionar una amplia cobertura de
secuencias en los genomas del virus de la gripe Ay B.
Este kit incluye una mezcla de 16 cebadores universales
establecidos y ampliamente probados®* que proporcionan
una cobertura superior al 98 % para las cepas del virus

de la gripe Ay B, incluidos los genes altamente variables
de neuraminidasa (NA) y hemaglutinina (HA) (Figura 4,

Figura 5).5
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El kit lllumina Microbial Amplicon Prep—Influenza

A/B flexible es compatible con muestras de ARN aisladas
utilizando protocolos de extraccion estandar sin necesidad
de realizar modificaciones. Las muestras de investigacion
clinica, incluidos los hisopos nasales, pueden variar en
cuanto a su calidad y concentracién virica. El kit lllumina
Microbial Amplicon Prep—Influenza A/B mantiene un
rendimiento excelente en todos los aislados de virus con
valores de Ct que oscilan entre 21,2 y 31,1 (es decir, titulos
de virus de altos a bajos). Para obtener resultados optimos,
se recomiendan muestras con valores de Ct inferiores a 30.
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Figura 4: Graficos de cobertura gendmica para muestras del virus de la gripe A: graficos de cobertura representativa de una muestra
del virus HIN1 (valor de Ct = 21,2, aproximadamente 482 copias de ARN virico) de hisopos nasofaringeos que muestran la cobertura del
genoma completo en los ocho segmentos del virus de la gripe A. Cada grafico representa la cobertura de cada segmento del genoma
del virus de la gripe A. En cada grafico, se proporcionan los ID de acceso del genoma de referencia. Las lineas de puntos representan

la mediana de profundidad de cobertura. Para el analisis de los datos se utilizé 1 milléon de lecturas «paired-end» (2 x 149 pb). Los datos
se analizaron con la aplicacién DRAGEN Targeted Microbial.
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Figura 5: Gréaficos de cobertura gendmica para muestras del virus de la gripe B: graficos de cobertura representativa de una muestra
del virus de la gripe B (ATCC VR-1735, valor de Ct = 22,1, aproximadamente 85 000 copias de ARN virico) que muestran la cobertura del
genoma completo en los ocho segmentos del virus de la gripe B. Cada grafico representa la cobertura de cada segmento del genoma
del virus de la gripe B. En cada grafico, se proporcionan los ID de acceso del genoma de referencia. Las lineas de puntos representan

la mediana de profundidad de cobertura. Para el andlisis de los datos se utilizd 1 millén de lecturas «paired-end» (2 x 149 pb). Los datos
se analizaron con la aplicacién DRAGEN Targeted Microbial.
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Resumen

El kit lllumina Microbial Amplicon Prep—Influenza

A/B permite a los investigadores de la salud publica
proteger la salud de sus comunidades, proporcionando
una solucién optimizada para la caracterizacion y vigilancia
del virus de la gripe. Este ensayo flexible es compatible
con aportes de ARN extraidos de cultivos o hisopos

y lavados nasales con concentraciones viricas variables.
La integracion con plataformas de NGS innovadoras
ofrece una calidad de datos, flexibilidad y escalabilidad
excepcionales para una vigilancia de la salud publica
altamente eficaz y una investigacion del virus de la gripe
de alto impacto.

Informacioén adicional
[llumina Microbial Amplicon Prep—Influenza A/B

Gendmica microbiana

Datos para realizar pedidos

Producto N.° de catdlogo

[llumina Microbial Amplicon Prep— 20106305

Influenza A/B (48 samples)

illumina

1800 809 4566 (llamada gratuita, EE. UU.) | Tel.: +1 858 202 4566
techsupport@illumina.com | www.illumina.com
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