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Solugcoes de automacao para
vigilancia da seguranca alimentar
com o MiSeq™ i100 Series

Tempo de Desempenho Cobertura
manuseio consistente abrangente
reduzido e confiavel de genomas

bacterianos
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Introdugao

O gerenciamento da seguranga alimentar é uma parte
essencial da saude publica. Doengas transmitidas por
alimentos relacionadas a contaminagdo microbiana
por bactérias patogénicas representam uma ameaga
significativa a saude humana. Em particular, cepas
bacterianas recorrentes, emergentes ou persistentes
(REP), incluindo E. coli patogénica, Listeria,
Campylobacter, Shigella e Salmonella, podem causar
surtos agudos periodicamente.'?

O uso de métodos laboratoriais para detectar subtipos
de bactérias entéricas, incluindo Salmonella, tem sido
fundamental para identificar possiveis surtos e relacionar
doencas causadas por bactérias a fontes de surtos.

Nos Estados Unidos, a vigilancia molecular nacional

por meio de sequenciamento de Ultima geragdo (NGS)
evita mais de 250.000 casos de doencgas causadas

por bactérias entéricas todos 0s anos e economiza

meio bilhdo de ddlares em custos médicos e perda

de produtividade.**

Embora o sequenciamento de genoma completo
(WGS) com base em NGS tenha fornecido vantagens
significativas em termos de velocidade, precisao

e profundidade das informacgdes para laboratérios de
microbiologia, a preparagao de bibliotecas continua
sendo um gargalo. A automacgao da preparagdo de
bibliotecas usando um sistema de manipulagdo de
liquidos gera bibliotecas uniformes com menos tempo
de manuseio e menos oportunidades de erro humano.®

Esta nota técnica demonstra o desempenho de um fluxo

de trabalho abrangente de NGS que integra trés opgdes

para automatizar a preparagado da biblioteca usando

o lllumina DNA Prep com sequenciamento no MiSeq i100

Series e andlise com o software DRAGEN™ para vigilancia
eficiente e precisa da seguranga alimentar (Figura 1).°
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Trinta e dois isolados de Salmonella enterica coletados
como parte da vigilancia de rotina PulseNet” foram
cultivados em BBL Blood Agar Base sem a adigao de
sangue (BD, N.o do catalogo 211037). O DNA gendmico
(gDNA) foi extraido usando o Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, N.° do catdlogo A1120) com
pequenas modificagdes ao protocolo para o isolamento
de gDNA de bactérias gram-negativas.® O gDNA
purificado foi quantificado com o Qubit dsDNA BR
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, N.° do catélogo
Q32853) antes da preparagao da biblioteca.

Preparacgao da biblioteca

As bibliotecas prontas para sequenciamento foram
preparadas em triplicata usando trés opcdes para
solucBes automatizadas e uma opgao manual

para o lllumina DNA Prep (lllumina, N.° do catdlogo
20060059). Para normalizagdo do rendimento da
biblioteca, 100 ng de gDNA extraido por amostra foram
usados como material de entrada. Para o tamanho ideal
do inserto no MiSeq i100 Series, inclui-se uma rodada
adicional de purificagcao por beads com proporgao de
beads para amostra de 0,5% para remover insertos
curtos.® As trés solugdes de automacéo avaliadas
incluiram o Biomek NGenius Next Generation Library
Prep System (Beckman Coulter, N.° do catdlogo C62),
a estacdo de trabalho automatizada Biomek i7
(Beckman Coulter, N.° do catalogo B87585),

e a plataforma firefly (SPT Labtech) (Tabela 1).

0]

Sequenciar

Analisar

MiSeq i100 Series Aplicagdo DRAGEN
Small Whole-Genome

Sequencing

Figura 1: Fluxo de trabalho abrangente de NGS para detecgao de Salmonella

Combine solugbes automatizadas para a preparagao da biblioteca da Illumina com o sequenciamento no MiSeq i100 Series e DRAGEN
secondary analysis para vigilancia precisa do patégeno transmitido por alimentos Salmonella.
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https://www.cdc.gov/foodborne-outbreaks/php/rep-surveillance/?CDC_AAref_Val=https://www.cdc.gov/ncezid/dfwed/outbreak-response/rep-strains.html
https://www.cdc.gov/foodborne-outbreaks/php/rep-surveillance/?CDC_AAref_Val=https://www.cdc.gov/ncezid/dfwed/outbreak-response/rep-strains.html
https://www.cdc.gov/foodborne-outbreaks/php/rep-surveillance/?CDC_AAref_Val=https://www.cdc.gov/ncezid/dfwed/outbreak-response/rep-strains.html
https://www.aphl.org/programs/global_health/Documents/PNL33_DNA_Extraction_and_Quality.pdf
https://www.beckman.com/liquid-handlers/biomek-ngenius
https://www.beckman.com/liquid-handlers/biomek-ngenius
https://www.beckman.com/liquid-handlers/biomek-i7
https://www.sptlabtech.com/products/firefly?source=google&medium=cpc&keyword=&utm_term=&utm_campaign=MBG056+-+2023+-+Global+-+firefly+launch+-+Google+Paid+Search&utm_source=adwords&utm_medium=ppc&hsa_acc=8071204827&hsa_cam=20031498699&hsa_grp=146863831565&hsa_ad=656373043098&hsa_src=g&hsa_tgt=dsa-2014961869336&hsa_kw=&hsa_mt=&hsa_net=adwords&hsa_ver=3&gad_source=1&gad_campaignid=20031498699&gbraid=0AAAAAD4UUii_yYhkjxoeDfPt79ltQRKhS&gclid=Cj0KCQjw-NfDBhDyARIsAD-ILeDUURNM4Dl3BjTyK0f5tyfs64UKN_eChommj6gV-SS-kxL_S1YIXBYaAg7xEALw_wcB

A qualidade e a concentracao das bibliotecas
amplificadas por PCR foram avaliadas usando

0 4200 TapeStation System (Agilent Technologies,
N.° do catdlogo G2991BA) e o Qubit 1X dsDNA High
Sensitivity (HS) Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
N.° do catdlogo Q33231) antes do agrupamento.

Sequenciamento

As bibliotecas preparadas foram agrupadas por volume
e diluidas a uma concentragdo de carregamento de

60 pM (32 bibliotecas/corrida). O sequenciamento

foi realizado no MiSeq i100 Plus System usando uma
lamina de fluxo de 25M com configuragao de corrida
de 2 x 301 bp. Para estudos maiores, as corridas

de sequenciamento podem ser dimensionadas

para os sistemas NextSeq™ 1000, NextSeq 2000

ou NovaSeq™ 6000.

Analise de dados

Ap6s a concluséo do sequenciamento, os dados

foram transmitidos para o BaseSpace™ Sequence

Hub e processados com o FASTQ Toolkit (v2.2.6) para
reduzir os conjuntos de dados para 700.000 leituras
tipo paired-end (PE). A analise foi realizada usando

a aplicagcdo DRAGEN Small Whole-Genome Sequencing
(SWGS) (v4.3.13) para obter cobertura gendmica,
métricas de profundidade mediana e métricas de
ensaio adicionais.

Resultados

Métricas de sequenciamento

O MiSeq i100 Plus System gerou dados de
sequenciamento com média de = 96,5 % das

bases acima de Q30 e = 75 % das leituras no filtro
de passagem (PF) (Tabela 2). A concentragéo de
bibliotecas preparadas com métodos automatizados
e manuais foi comparavel (Figura 2A).

MiSeq i100 Series

Tabela 1: Tempos do ensaio com métodos
de preparagéo de bibliotecas manuais
e automatizados

Tempode  Tempo de Tempo total

Métodos automacdo | manuseio do ensaio
Manual N/A ngma;n Aapzrlc,)é(.h4

somek7 N, A0 Ao
SPT firefly 3hgmin | APrOX.20 - Aprox.3h

a 22 min 28 min

a. 96 amostras por corrida.

b. O tempo de corrida do Biomek NGenius para processar
24 amostras € de 7 h e 15 min.

A porcentagem de leituras demultiplexadas, que
representa a proporgdo do numero total de leituras
que foram atribuidas com sucesso a uma amostra com
base em seu cédigo de barras, apresentou valores
comparaveis com um baixo coeficiente de variagdo
(CV) (=10 %) entre métodos automatizados e manuais,
indicando ainda que dados de boa qualidade foram
obtidos com todos os métodos de preparagdo de
biblioteca avaliados (Figura 2B).

Tamanhos médios do inserto

O tamanho do inserto é um parametro importante

na preparacgao da biblioteca de NGS e pode ser
afetado pelas condigdes da reagdo de tagmentagao,
como tempo, temperatura e etapas de limpeza

da biblioteca usando lllumina Purification Beads.

A preparacao automatizada da biblioteca resultou em
um tamanho médio do inserto consistente e maior do
que o observado na preparagdao manual da biblioteca
(Figura 3).

Tabela 2: Métricas de sequenciamento e tempos de corrida com métodos de preparagao de bibliotecas manuais

e automatizados

Método Média % Q30

Manual 97,95 + 0,40 81,09+8,4

Biomek NGenius 97,92 £ 0,18 77,72 £ 0,96

Biomek i7 96,67 = 0,55 78,04 + 2,79

SPT firefly 97,66 + 0,13 75,31+ 1,49
3 M-GL-02913 PTB v1.0

Ne. total de PF
de leitura de PE

Tempo da corrida
de sequenciamento

64.122.141 14 h 13 min
61.455.112 14 h 2 min
61.710.695 14 h 2 min
59.551.797 14 h 21 min
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Figura 3: Tamanho médio do inserto consistente
com métodos automatizados

O tamanho médio do inserto para métodos
automatizados de preparagdo de bibliotecas

é consistentemente maior do que o tamanho médio do
inserto gerado com a preparagdo manual de bibliotecas.

Figura 2: Dados de alta qualidade com métodos
automatizados

(A) As concentragoes de bibliotecas preparadas com
varios métodos automatizados foram comparaveis

a preparagdo manual, com valores de coeficiente de
variagéo (CV) ligeiramente menores. (B) Os métodos
automatizados de preparagao de bibliotecas resultam
em dados de sequenciamento de alta qualidade

com valores % demultiplexados comparaveis aos

da preparagdo manual de bibliotecas.

Cobertura genémica

O DRAGEN sWGS analysis demonstrou que = 90 % do
genoma de Salmonella foi coberto com profundidade
de cobertura = 20x, conforme mostrado por uma média
mével de cobertura em uma amostra representativa
(Figura 4) e em 30 de 33 amostras analisadas

(Figura 5). O menor tamanho médio do inserto

com a preparagao manual (Figura 3) pode explicar

a menor profundidade de cobertura observada com

a preparagdo manual (Figura 4), embora ainda atinja
uma cobertura do genoma abrangente (Figura 5).
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Figura 4: Cobertura do genoma com métodos
automatizados

Os métodos automatizados de preparagdo de
bibliotecas resultam em dados de sequenciamento
de alta qualidade, conforme mostrado por uma média
continua da cobertura do genoma em uma amostra
representativa.
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Figura 5: Cobertura abrangente do genoma com
métodos automatizados em todas as amostras
Os métodos automatizados de preparagéo de
bibliotecas resultam em dados de sequenciamento
de alta qualidade, com aprox. 90 % do genoma com
cobertura = 20x em todas as amostras analisadas,
exceto por um replicado discrepante (amostra 7)
que apresentou desempenho inferior na plataforma
Biomek NGenius.

Resumo

Doencas transmitidas por alimentos relacionadas

a contaminacao microbiana por bactérias constituem
uma ameagca significativa a saude humana. Os métodos
automatizados geram bibliotecas uniformes com menos
tempo de manuseio e menos oportunidades de erro
humano. O MiSeq i100 Series pode incorporar métodos
automatizados para a preparagao de bibliotecas a fim
de viabilizar um fluxo de trabalho rapido e abrangente
de NGS que fornece dados de alta qualidade

para vigilancia eficaz como parte dos esforgos

de saude publica.
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