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Illumina 
Complete Long 
Read Prep with 
Enrichment, 
Human
Leituras longas flexíveis, 
econômicas e precisas em seu 
sistema de sequenciamento 
Illumina

FICHA DE DADOS

• Leituras longas direcionadas, juntamente com leituras 
curtas para insights complementares e aprimorados 
do genoma humano

• Preparação de biblioteca robusta e expansível com 
resultados confiáveis de baixa entrada de DNA

• Fluxo de trabalho de preparação de biblioteca de dois 
dias compatível com automação sem a necessidade 
de equipamento especializado

M-GL-02188 PTB v1.0Somente para pesquisa. Não deve ser usado para procedimentos 
de diagnóstico.
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Introdução
A comprovada química de sequenciamento por 
síntese (SBS) da Illumina combinada com a premiada 
análise secundária do dRaGeNTM fornece dados de 
sequenciamento de genoma completo (wGS) com precisão 
excepcional.1,2 Ainda assim, pequenas porções do genoma, 
incluindo regiões altamente homólogas ou repetitivas, 
são difíceis de mapear com leituras curtas isoladamente. 
Nesses casos, o sequenciamento de leitura longa pode 
complementar os dados wGS de leitura curta padrão. 
Usar leituras curtas e longas de alta precisão juntas pode 
ajudar a fornecer resolução e mapeamento aprimorados 
de regiões historicamente desafiadoras. 

No passado, o sequenciamento de leitura longa era 
incompatível com muitos tipos de amostras devido 
à qualidade rigorosa do DNA e aos altos requisitos de 
entrada.3-6 A tecnologia Illumina Complete Long Reads 
agora torna o sequenciamento de leitura longa acessível 
para laboratórios de genômica, permitindo leituras 
curtas e leituras longas complementares no mesmo 
sistema com um único pipeline de análise. esse ensaio 
de alto desempenho usa um fluxo de trabalho padrão 
de sequenciamento de última geração (NGS) da Illumina 
para gerar sequências de leitura longa contíguas 
e requer apenas 10 ng de entrada de dNa sem extrações 
especializadas, cisalhamento ou seleção de tamanho 
(Figura 1). 

Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human 
cria uma solução econômica e flexível para sequenciamento 
direcionado de leitura longa. a preparação eficiente de 
biblioteca de dois dias com enriquecimento é fácil de 
automatizar e escalar para estudos de alto rendimento.

Leituras longas direcionadas podem ser usadas para 
abordar regiões conhecidas por terem baixa mapeabilidade 
com sequenciamento de leitura curta padrão. 
Como alternativa, leituras longas direcionadas podem 
ser aplicadas em genes ou regiões inteiras para permitir 
o sequenciamento em fases de até centenas de quilobases 
para resolver haplótipos. use o Illumina Complete Long 
Read Prep with Enrichment, Human para aumentar os 
conjuntos de dados wGS existentes como uma ferramenta 
reflexa para detecção mais ampla de variantes. 

Leituras longas direcionadas 
e de alta qualidade da sua 
plataforma NovaSeq™
O Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human é validado com os sistemas de sequenciamento 
NovaSeq X Plus, NovaSeq X, NovaSeq 6000 
e NovaSeq 6000dx (modo Ruo). o ensaio flexível fornece 
resultados consistentes em amostras de qualidade 
variável, exigindo 90% menos entrada de dNa do que 
outras soluções de sequenciamento de leitura longa. 
a Illumina recomenda 50 ng de dNa de entrada, mas 
resultados robustos são possíveis com apenas 10 ng. 
A tecnologia Illumina Complete Long Read é resistente 
a inibidores e contaminantes comuns e funciona bem com 
dNa de sangue, saliva ou tecido.7,8 Isso permite insights 
abrangentes de mais tipos de amostras do que com 
outras soluções de leitura longa.

O Illumina Complete Long Reads combina um ensaio 
de preparação de biblioteca proprietário, química 
comprovada do Illumina SBS e análise secundária dRaGeN 
poderosa para gerar dados de leitura longa altamente 
precisos (Figura 2). 

Figura 1: Illumina Complete Long Reads with Enrichment workflow:  acesse dados wGS de leitura longa direcionados e econômicos 
usando uma preparação de biblioteca escalável e otimizada com protocolo de enriquecimento, química comprovada de sequenciamento 
Illumina e análise secundária dRaGeN. Requer ≥ 30× dados padrão de leitura curta de wGS da mesma amostra para análise. 
os arquivos FaSTQ da amostra de uma corrida anterior podem ser usados.
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Fragmentos longos de DNA de molécula única são 
marcados com padrões exclusivos (ou “marcas de 
referência”), depois amplificados, enriquecidos 
e sequenciados. adicionar uma etapa de enriquecimento 
de captura híbrida com painéis de sonda direcionados 
permite que o sequenciamento se concentre em regiões 
que se beneficiam mais de informações de leitura longa. 
As marcações permitem a diferenciação de regiões 
repetitivas ou difíceis de mapear para gerar leituras longas 
com um N50 de 5 a 7 kb.7 Os dados de leitura longa 
são combinados com uma biblioteca wGS padrão não 
marcada para produzir leituras longas e contíguas que são 
uma representação completa e precisa dos fragmentos 
originais de molécula única direcionados.

Leituras longas onde 
você precisa
Leituras longas direcionadas em camadas em dados wGS 
de leitura curta de alta precisão ajudam os pesquisadores 
a concentrar os dólares de sequenciamento na resolução 
de regiões desafiadoras conhecidas do genoma. 
Leituras longas direcionadas oferecem alta flexibilidade 
com a escolha de vários painéis pré-projetados ou 
painéis personalizados habilitados pelo software Illumina 
DesignStudioTM, uma ferramenta de design de ensaio 
gratuita e fácil de usar (Tabela 1, Tabela 2). escolha o painel 
de sonda de enriquecimento que melhor atenda às suas 
necessidades de pesquisa: para melhorar regiões de baixa 
cobertura ou regiões de fase do genoma.

Illumina Human Comprehensive Panel

O grande Illumina Human Comprehensive Panel 
aborda a pequena porção de regiões gênicas que se 
beneficiariam de leituras longas, visando pontos de 
baixa cobertura em > 6.500 genes codificadores de 
proteína.9 No desenvolvimento desse painel, a Illumina 
avaliou o conjunto completo de mais de 20.000 genes 
codificadores de proteína para segmentar regiões de baixa 
mapeabilidade. os genes que são amplamente cobertos 
por leituras curtas isoladamente foram excluídos. o human 
Comprehensive Panel oferece cobertura aprimorada 
e capacidades de identificação de variantes em todas as 
regiões-alvo (Figura 3A). este painel é otimizado para uso 
com o Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human e disponível pré-fabricado ou como um painel 
pré-projetado que pode ser personalizado na ferramenta 
designStudio. 

Painéis pré-projetados com o software DesignStudio

Por uma opção de menor custo e maior produtividade, 
os pesquisadores podem escolher painéis focados 
para enriquecimento de leitura longa (Tabela 1). Vários 
painéis pré-projetados estão disponíveis no software 
DesignStudio e podem ser personalizados (Tabela 2). 

Figura 2: Como funciona o ensaio Illumina Complete Long 
Reads:  o ensaio usa tagmentação para produzir fragmentos 
longos de dNa (> 10 kb), eliminando a necessidade de 
cisalhamento ou seleção de tamanho. Fragmentos longos 
são “marcados” na escala de molécula única para capturar 
e preservar informações de leitura longa dentro do fragmento 
(sem códigos de barras ou adaptadores complexos). Fragmentos 
longos marcados são enriquecidos para regiões-alvo usando um 
painel de sonda de captura híbrida. em seguida, os fragmentos 
longos enriquecidos são marcados mais uma vez em uma 
biblioteca pronta para sequenciamento. a análise gera leituras 
longas e combina os dados com uma biblioteca wGS padrão não 
marcada (da mesma amostra, sequenciada separadamente) para 
produzir leituras longas completas da Illumina de alta precisão.
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https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/designstudio.html
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Esses painéis têm como alvo genes desafiadores 
clinicamente relevantes (CMRG),10 genes comumente 
direcionados por ensaios de testes farmacogenéticos 
(PGx),11–13 genes na lista de achados secundários do 
american College of Medical Genetics and Genomics 
(aCMG) (aCMG SF v3.1),14 ou na região completa do 
complexo principal de histocompatibilidade (MhC).15 

Painéis personalizados

Os usuários podem aproveitar seus próprios conhecimentos 
para criar um painel exclusivo focado em um subconjunto 
de genes. a ferramenta designStudio é compatível com 
design de painel personalizado com um algoritmo ajustado 
para enriquecimento de fragmento longo. Painéis oligo de 
terceiros também são compatíveis com o Illumina Complete 
Long Read Prep with enrichment, human.

Fluxo de trabalho escalável 
e de alto rendimento
O fluxo de trabalho do Illumina Complete Long Read Prep 
with Enrichment, Human é fácil de automatizar, requer 
apenas equipamentos de laboratório padrão e é altamente 
escalável para suportar wGS abrangente para mais 
amostras (Figura 1). o protocolo simples de preparação 
da biblioteca leva aproximadamente 6,5 horas no primeiro 
dia (com ~3 horas de tempo de manuseio), seguido por 
uma reação de hibridização durante a noite e 5,5 horas 
no segundo dia (com ~3 horas de tempo de manuseio). 

use as lâminas de fluxo NovaSeq X Series 10B ou 25B para 
maior rendimento para coortes maiores e melhor custo 
para painéis maiores (Tabela 1). Com o NovaSeq X Plus 
System, os usuários podem gerar até 15.000 genomas de 
alta precisão por ano. use materiais de consumo de menor 
rendimento, como a lâmina de fluxo NovaSeq X Series 1.5B 
para painéis pequenos e para reduzir os requisitos de lotes. 

Tabela 1: Rendimento recomendado da amostra para gerar cobertura final de 30× para o Illumina Complete Long 
Read Prep with Enrichment, Humana,b,c

Illumina Human 
Comprehensive Panel Painel grande Painel médio Painel pequeno

Tamanho da região alvod > 95 Mb ~20 Mb ~10 Mb ~5 Mb

Dados recomendados 
por amostraa 90–120 Gb 30–60 Gb 15–30 Gb 7,5–15 Gb

Kits de reagentes de 300 ciclos Nº de amostras por lâmina de fluxoa
Saída 

por lâmina 
de fluxo

Tempo 
de corrida

NovaSeq 6000 SP Reagents 2 8 16 32 ~250 Gb ~25 h

NovaSeq 6000 S1 Reagents 4 16 32 66 ~500 Gb ~25 h

NovaSeq 6000 S2 Reagents 10 40 82 166 ~1,25 Tb ~36 h

NovaSeq 6000 S4 Reagents 24 100 200 400f ~3 Tb ~44 h

NovaSeq X Series 1.5B Reagents 4 16 32 66 ~500 Gb ~21 h

NovaSeq X Series 10B Reagents 24 100 200 400f ~3 Tb ~25 h

NovaSeq X Series 25B Reagents 64 266 532f 1066f ~8 Tb ~48 h

a. Requer uma corrida de sequenciamento de 2 × 150 bp e leituras tipo paired-end de 5MA10M (~1,5A3 Gb de dados) por região alvo de Mb, gerando aproximadamente 30× 
a cobertura final do Illumina Complete Long Reads. os requisitos de dados personalizados do painel por amostra são apenas um ponto de partida recomendado. os usuários 
podem otimizar os dados alocados com base no desempenho do painel.

b. Requer ≥ 30× dados padrão de leitura curta do genoma completo humano da mesma amostra para análise. Recomenda-se o Illumina dNa PCR-Free Prep. Kits wGS de 
terceiros também são compatíveis. a biblioteca não marcada não precisa ser preparada nem sequenciada em paralelo; podem ser usados arquivos FaSTQ da amostra 
de uma corrida anterior.

c. o sequenciamento de bibliotecas do Illumina Complete Long Reads nas plataformas NovaSeq pode fazer com que a pontuação Q30 relatada de uma corrida fique abaixo 
da especificação NovaSeq. Isso não indica um problema de desempenho com a corrida do sequenciamento nem com a biblioteca.

d. o tamanho da região-alvo é a soma dos comprimentos de localização da sonda “padded”, mesclados onde se sobrepõem.
e. exemplos de números de rendimento de amostras calculados para leituras do tipo paired-end de 5M (dados de 1,5 Gb) por região alvo de Mb.
f. estão disponíveis no máximo 384 índices duplos exclusivos. Para o NovaSeq X Series, o carregamento independente de cavidade permite a multiplexação de mais amostras. 

use o fluxo de trabalho do NovaSeq 6000 Xp para carregamento de cavidade independente no sistema NovaSeq 6000.

https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/dna-pcr-free-prep.html
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Análise simplificada e abrangente

A análise de dados do Illumina Complete Long Read 
Prep with Enrichment, Human está disponível como um 
aplicativo BaseSpaceTM Sequence Hub ou por meio do 
Illumina Connected analytics. o pipeline único do dRaGeN 
analisa leituras curtas e longas para fornecer resultados 
abrangentes do wGS. os resultados são mesclados em um 
único conjunto de arquivos de saída, incluindo chamadores 
direcionados ao dRaGeN.16

acesse o wGS altamente preciso 
com dados de leitura longa 
enriquecidos
Os dados do Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment, Human demonstram melhorias de cobertura 
e precisão em regiões desafiadoras direcionadas em 
comparação com wGS de leitura curta padrão isoladamente 
(Figura 3, Figura 4). Leituras do Illumina Complete Long 
Reads direcionadas também resolvem com sucesso 
haplótipos de genes completos e podem formar grandes 
blocos de fase de regiões altamente polimórficas, 
como o MhC (Figura 5).

Resumo
O Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human é uma solução flexível e econômica que 
complementa o comprovado Illumina wGS e se concentra 
em leituras longas, onde elas oferecem maior valor. 
o Illumina Complete Long Reads torna o wGS abrangente 
facilmente acessível para laboratórios de genômica, 
permitindo leituras longas e curtas no mesmo instrumento 
com um único pipeline de análise dRaGeN. o fluxo 
de trabalho simplificado e familiar oferece o ensaio de 
genoma completo mais escalável e preciso do mercado.

Saiba mais
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human

Human Comprehensive Panel

Tecnologia de sequenciamento de leitura longa

Tabela 2: Painéis de sonda de captura híbrida projetados para Illumina Complete Long Read Prep 
with Enrichment, Human

Painel Genes ou regiões-alvo Tamanho 
do painel

Illumina Human 
Comprehensive Panela Pontos de baixa cobertura em > 6.500 genes codificadores de proteína9 > 95 Mb

Painel CMRGb 391 genes clinicamente relevantes conhecidos por serem difíceis de resolver 
com leituras curtas10 22,5 Mb

Painel PGxb 98 genes comumente direcionados por ensaios de testes farmacogenéticos11–13 8,1 Mb

Painel aCMGb 78 genes exclusivos da lista de achados secundários do aCMG (aCMG SF v3.1)14 7 Mb

Painel do MHCb a região completa do MhC (> 140 genes) no conjunto GRCh38.p1415 4,9 Mb

a. Painel pré-fabricado e otimizado.
b. Painéis pré-projetados e personalizados disponíveis no software designStudio. CMRG, genes clinicamente relevantes desafiadores; PGx, farmacogenômica; 

aCMG, american College of Medical Genetics and Genomics; MhC, complexo principal de histocompatibilidade.

https://illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/complete-long-read-prep-enrichment-human.html
https://illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/human-comprehensive-panel.html
https://www.illumina.com/products/by-brand/complete-long-reads-portfolio.html
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Figura 4: obtenha uma cobertura econômica do genoma completo humano de regiões desafiadoras: o Illumina Complete Long 
Read Prep with Enrichment, Human ajuda a melhorar a cobertura em regiões gênicas desafiadoras, como as do gene RHCE, 
para complementar o wGS humano de leitura curta padrão. Gráfico Integrative Genomics Viewer (IGV) de RHCE sequenciado 
usando wGS de leitura curta padrão (superior) e Illumina Complete Long Read Prep with enrichment (parte inferior). Regiões-alvo 
observadas em vermelho.

Figura 3: Leituras longas direcionadas para melhorar a precisão da identificação de variantes em regiões desafiadoras: a variante 
falso negativa (FN) mais falso positiva (FP) exige SNVs e indels em regiões gênicas hG002 direcionadas pelo (a) Illumina human 
Comprehensive Panel ou (B) painel CMRG, usando o Illumina Complete Long Read Prep with enrichment (laranja) em comparação 
com wGS de leitura curta padrão (azul).
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580 kb

Figura 5: Leituras longas direcionadas ajudam a resolver haplótipos em genes polimórficos: gráficos do IGV de sequenciamento de 
leitura longa usando Illumina Complete Long Read Prep with enrichment, human. (a) Faseamento sobre uma região de 722 kb no loco 
de MhC. uma região de 580 kb (rosa) é encapsulada em um bloco de fase. (B) o gene HLA-C está totalmente em fase. as leituras 
são separadas por haplótipo.

a.

B.
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Informações para pedido

Produto Nº do 
catálogo

Illumina Complete Long Read Prep with 
enrichment, human (24 samples) 20113832

Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment, Human (96 samples) 20113833

Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment, Human Comprehensive Panel 
(24 samples)

20113834

Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment, Human Comprehensive Panel 
(96 samples)

20113835

Illumina Human Comprehensive Panel 
(24 samples) 20113836

Illumina Human Comprehensive Panel 
(96 samples) 20113837

Illumina Custom enrichment Panel v2 
(32 µl, 120 bp) 20073953

Illumina Custom enrichment Panel v2 
(384 µl, 120 bp) 20073952

Illumina Custom enrichment Panel v2 
(1536 µl, 120 bp) 20111339

Informações para pedido

Produto Nº do 
catálogo

Illumina unique dual Indexes, LT 
(48 indexes, 48 samples) 20098166

Illumina dNa/RNa ud Indexes Set a, 
Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091654

Illumina dNa/RNa ud Indexes Set B, 
Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091656

Illumina dNa/RNa ud Indexes Set C, 
Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091658

Illumina dNa/RNa ud Indexes Set d, 
Tagmentation (96 indexes, 96 samples) 20091660
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