TECHNISCHER HINWEIS

Ein NGS-Workflow
fur die Shotgun-
Metagenomik

zur Beurteilung
mikrobieller
Populationen

In komplexen
Proben

Anhand der 600-Zyklen-
Kits fir das NextSeq" 1000
System und das NextSeq
2000 System lassen sich
Spezies genau und flexibel
bestimmen
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METAGENOMISCHE SHOTGUN-SEQUENZIERUNG

Klassifizierung komplexer Proben
mithilfe von Metagenomik

Bei der metagenomischen Shotgun-Sequenzierung
handelt es sich um eine Alternative zu
Amplikonsequenzierungsverfahren wie der 16S- und
der ITS-rRNA-Sequenzierung (Internal Transcribed
Spacer der ribosomalen RNA), die die Beurteilung der
mikrobiellen Vielfalt in komplexen Proben ermdglicht.

Im Gegensatz zu Amplikonverfahren erfasst die
metagenomische Shotgun-Sequenzierung mithilfe von
NGS (Next-Generation Sequencing, Sequenzierung

der nachsten Generation) umfassende genomische
Informationen zu allen in der Probe enthaltenen
Organismen. Dank der Mdglichkeit zur Erfassung
vollstandiger Genome lassen sich mit der Shotgun-
Metagenomik Spezies bestimmen, die bei der
Amplikonsequenzierung' unbeachtet bleiben. AuBerdem
enthalten die Ergebnisdaten Informationen zur Funktion,
die Amplikonmethoden nicht liefern.? 2

Der vorliegende Anwendungshinweis zeigt die
Vergleichbarkeit der Leistung des NextSeq 1000 System,
des NextSeq 2000 System und des MiSeq™ System flr
Shotgun-Metagenomikstudien mit hohem Durchsatz.
Anhand von auf dem renommierten NextSeq 550
System generierten Daten werden zudem die Vorteile
von 600-Zyklen-Kits bei Metagenomikanwendungen
gegenuber den in der Regel eingesetzten 300-Zyklen-
Kits aufgezeigt. Daten aus Proben mit synthetischen
und natlrlichen Populationen dienen als Beleg fur die
Uberlegene Leistung von Kits mit 600 Zyklen beim
Nachweis von Gattungen und Spezies.

Methoden

Das Kit NextSeq 1000/2000 P1 Reagents

(600 cycles) und das Kit NextSeq 1000/2000 P2
Reagents (600 cycles) erweitern die Kapazitat und
Sequenzierungsausgabe des NextSeq 1000 System
sowie des NextSeq 2000 System. Die erreichten
Spezifikationen sind ideal fur die metagenomische
Shotgun-Sequenzierung. Das NextSeq 1000 System
und das NextSeq 2000 System nutzen Load-and-
Go-Reagenzien ohne integrierte Fluidik. Dadurch
werden die Anzahl der Workflowschritte und

das Risiko einer Probenkontamination reduziert.

Der Workflow fur die Shotgun-Metagenomik umfasst
die Bibliotheksvorbereitung, bewdahrte lllumina-NGS
und die Sekundaranalyse der Daten auf Tastendruck.
Damit steht eine vollstandige Losung fir die
Mikrobiombestimmung zur Verfligung (Abbildung 1).

Bibliotheksvorbereitung

Die Proben mit mikrobieller genomischer DNA stammten
aus zwei Quellen. Bei der ersten Probe handelte es sich
um die im Handel erhéltliche American Type culture
collection ATCC 20 Strain Staggered Mix Genomic
Material (ATCC, Katalog-Nr. MSA-1003). Diese ATCC-
Probe enthdlt eine synthetisch zusammengesetzte
mikrobielle Gemeinschaft, die aus vorbereiteter
genomischer DNA aus Bakterienstammen in gestaffelter
Verteilung besteht. Ausschlaggebend fur die Auswahl
waren Attribute wie Gramfarbung, GC-Gehalt und
Sporulation. AuBerdem wurde, wie bereits erlautert,

ein zweiter Satz mit natlrlichen Stuhlproben* zur
Analyse entnommen.

Die Bibliotheken wurden mit lllumina DNA Prep, (M)
Tagmentation (24 Samples, IPB) (lllumina, Katalog-Nr.
20060060) und IDT for lllumina DNA/RNA UD Indexes

Bibliothek vorbereiten Bibliothek sequenzieren Daten analysieren

CEY
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|
lllumina DNA Prep (ca. 3,5 h) NextSeq 1000/2000 P1 Reagents BaseSpace Sequence Hub
[llumina DNA PCR-Free (ca. 1,5 h) (600 cycles)-Kit (ca. 34 h) SPAdes Genome Assembler

Kraken2 Metagenomics-App

Abbildung 1: NGS-Workflow fur die Shotgun-Metagenomik auf dem NextSeq 1000 System und dem NextSeq 2000 System
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Set A, Tagmentation (96 Indexes, 96 Samples) (lllumina,
Katalog-Nr. 20027213) vorbereitet. Mithilfe der IDT for
lllumina DNA/RNA UD Indexes Sets A bis D kénnen
Anwender 384 16S-Bibliotheken generieren.

Sequenzierung

Die vorbereiteten Bibliotheken wurden gepoolt und

in eine vorgefllite FlieBzelle aus dem Kit NextSeq
1000/2000 P1 Reagents (600 cycles), eine FlieBzelle
aus dem MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle) (lllumina,
Katalog-Nr. MS-102-3003) oder eine FlieBzelle aus
dem NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (300
cycles) (Illumina, Katalog-Nr. 20024908) geladen.

Die Sequenzierung erfolgte auf einem NextSeq 2000
System, einem MiSeq System bzw. einem NextSeq 550
System. Fur samtliche Laufe sind auf der BaseSpace™
Sequence Hub-Webseite mit Demodaten reprasentative
Sequenzierungsdaten verflgbar.

Analyse

Die gepoolten Bibliotheken wurden in der Genomik-
Cloud-Computing-Plattform BaseSpace Sequence Hub
demultiplexiert. Die auf dem NextSeq 2000 System,
dem MiSeq System und dem NextSeq 550 System
generierten Daten wurden mithilfe der DRAGEN™
Metagenomics-Pipeline verarbeitet. Die Metagenome
wurden mit SPAdes Genome Assembler assembliert.
Die taxonomischen Klassifizierungen erfolgten durch
die DRAGEN Metagenomics-Pipeline.

Zum Vergleich der anhand eines 600-Zyklen-Kits auf
dem NextSeq 2000 System generierten Daten mit den
anhand eines 300-Zyklen-Kits auf dem NextSeq 500
System generierten Daten wurden die NextSeq 2000-

A. Hoherer Prozentsatz
an Qualitats-Scores = Q30

B. Hohere Datenausgabe

Reads mit dem DRAGEN FASTQ Toolkit gekirzt, das auf
BaseSpace Sequence Hub verflgbar ist. Die Proben
wurden mithilfe des DRAGEN FASTQ Toolkit einem
Downsampling auf die gleiche Anzahl von Reads (30,

10 und 1 Mio.) unterzogen, um diese vergleichbar zu
machen. Das Downsampling ist erforderlich, wenn

von einer Anwendung nur Probenteile verarbeitet
werden kdnnen (z. B bei der De-novo-Assemblierung
mit beschrankter Speichermenge) oder wenn zur
Verarbeitung einer Probe nicht der vollstandige
Datensatz bendétigt wird (z. B. fUr die Validierung eines
Verfahrens mit unterschiedlichen Werten fur die Genom-
Coverage).

Ergebnisse

Verbesserte Sequenz-Primarmetriken

Bei NextSeq 1000/2000 P1 Reagents (600 cycles) auf
dem NextSeq 2000 System zeigt sich gegentber dem
Lauf mit dem MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle) auf dem
MiSeq System ein hoherer Prozentsatz an Qualitats-
Scores = Q30. AuBerdem bietet NextSeq 1000/2000 P1
Reagents (600 cycles) bis zu 100 Mio Single-End-Reads
nach Filterung oder 200 Mio. Paired-End-Reads nach
Filterung. Mit ca. 60 Gb generiert NextSeq 1000/2000
P1 Reagents (600 cycles) viermal mehr Daten als das
MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle) mit ca. 15 Gb. Hinzu
kommt, dass Sequenzierungslaufe mit dem Kit NextSeq
1000/2000 P1 Reagents (600 cycles) nur ca. 34 Stunden
bendtigen und damit ca. 20 Stunden weniger als bei
einem Sequenzierungslauf mit dem MiSeq Reagent Kit
v3 (600-cycle) (Abbildung 2).

C. Kirzere Durchlaufzeit
des Sequenziersystems
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Abbildung 2: Vergleich der priméaren Leistungsmetriken fir das NextSeq 2000 System und das MiSeq System: Im Vergleich zum
Lauf mit dem MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle) auf dem MiSeq System bietet NextSeq 1000/2000 P1 Reagents (600 cycles) auf
dem NextSeq 2000 System bei Verwendung der NextSeq P1-FlieBzelle (A) einen hoheren Prozentsatz an Qualitats-Scores = Q30,
(B) eine viermal hohere Datenausgabe und (C) eine ca. 20 Stunden kirzere Geratelaufzeit.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Das NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (300 cycles)
(llumina, Katalog-Nr. 20024908) generiert in ca.

29 Stunden bis zu 120 Gb Sequenzierungsdaten mit
hoher Qualitdt und einer Read-Lange von 2 x 150 bp.
Die Qualitatsspezifikation fur dieses Kit entspricht > 75 %
der Basen = Q30 (Daten nicht dargestellt).

Vergleich metagenomischer Analysen

Fur den systemibergreifenden Leistungsvergleich wurde
20 Strain Staggered Mix Genomic Material auf dem
NextSeq 2000 System, dem MiSeq System und dem
NextSeq 550 System sequenziert. Die nachgeschaltete
Analyse zur taxonomischen Klassifizierung erfolgte in der
DRAGEN Metagenomics-App auf BaseSpace Sequence
Hub. Bei der metagenomischen NGS-Analyse wurden
alle erwarteten Mitglieder der synthetischen mikrobiellen
Gemeinschaft bestimmt. Alle drei Sequenziersysteme
lieferten vergleichbare Ergebnisse (Abbildung 3).

Gattung

Acinetobacter baumannii
Bacillus cereus
Bacteroides vulgatus
Bifidobacterium adolescentis
Clostridium beijerinckii
Cutibacterium acnes
Deinococcus radiodurans
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Helicobacter pylori
Lactobacillus gasseri
Neisseria meningitidis
Porphyromonas gingivalis
Pseudomonas aeruginosa
Rhodobacter sphaeroides

Klassifizierte Reads (%)

Schaalia odontolytica
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus mutans

NextSeq 2000 Miseq
System System System

NextSeq 550

Abbildung 3: Die vergleichende Analyse der mikrobiellen
Zusammensetzung zeigt die fir ATCC 20 Strain Staggered
Mix auf dem NextSeq 2000 System, dem MiSeq System und
dem NextSeq 550 System analysierte Zusammensetzung:
Die Analyse der mikrobiellen Zusammensetzung mithilfe

der DRAGEN Metagenomics-App ergibt herausragende und
reproduzierbare Werte fur den Nachweis und die Verteilung
der Gattungen.

Bei der ATCC-Probe zeigt sich zwar eine hochgradig
reproduzierbare Leistung, die Ergebnisse sind jedoch
nicht zuverlassig auf natrliche Proben Ubertragbar. Aus
diesem Grund wurde die Leistung beim Nachweis von
Organismen anhand naturlicher Stuhlproben getestet.
Die Ergebnisse des NextSeq 2000 System, des NextSeq
550 System und des MiSeq System fur die 20 haufigsten
Gattungen in den Stuhlproben wurden verglichen
(Abbildung 4). Die bei diesem komplexeren Probentyp
erzielten Ergebnisse sind zwar weniger einheitlich,
jedoch zeigte sich bei den Metagenomik-Profilen

der mikrobiellen Gemeinschaft samtlicher naturlicher
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Abbildung 4: Die metagenomische Analyse zeigt bei der
Analyse auf mehreren Systemen vergleichbare Ergebnisse
fir die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft:
Analyse der mikrobiellen Zusammensetzung naturlicher
Stuhlproben mit der DRAGEN Metagenomics-App, begrenzt
auf die 20 am haufigsten in der Probe vorhandenen Gattungen,
Sequenzierung auf dem NextSeq 2000 System, dem NextSeq
550 System und dem MiSeq System. Die Daten zeigen selbst
bei komplexen Proben plattformubergreifend eine vergleichbare
Coverage der Gattungen.

Stuhlproben eine starke Ubereinstimmung zwischen dem
NextSeq 2000 System, dem MiSeq System und dem
NextSeq 550 System. Folglich sind alle drei Systeme in
der Lage, eine zuverldssige Metagenomiksequenzierung
unterschiedlicher Probentypen durchzufthren.

GroBere Read-Lange verbessert
die Probencharakterisierung

Obwohl FlieBzellen fir 300 Zyklen bei der
Metagenomiksequenzierung aussagekraftige Daten
liefern konnen, bieten 600-Zyklen-Kits Vorteile bei

der Bestimmung einzelner, in komplexen Proben
enthaltener Spezies. Zur Veranschaulichung der
Auswirkungen langerer Reads auf die Metagenom-
Assemblierung wurden die Reads des NextSeq 2000
System mit der DRAGEN FASTQ Toolkit-App von 600
auf 300 Zyklen gekurzt. Der Prozentsatz klassifizierter
Reads fur die einzelnen Proben bei entweder 600 oder
300 Zyklen wurde mit Kraken2, einer k-mer-basierten
Anwendung zur taxonomischen Klassifikation™ bestimmt
(Abbildung 5). Mithilfe unterschiedlicher Umweltproben
generierte Daten deuten darauf hin, dass langere
Reads Vorteile fur die k-mer-basierte taxonomische
Klassifizierung bieten.

* Die taxonomische Klassifizierung mit Kraken2 Metagenomics
steht Uber die lllumina DRAGEN Metagenomics BaseSpace-
App zur Verflgung.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Abbildung 5: Eine hdhere Read-Lange verbessert die
Klassifizierung der Reads fur naturliche Stuhlproben, die auf
dem NextSeq 2000 System sequenziert wurden: Die Reads
des NextSeq 2000 System wurden mithilfe der DRAGEN
FASTQ Toolkit-App von 600 Zyklen (2 x 300 bp) auf 300 Zyklen
(2 x 150 bp) geklrzt. AnschlieBend wurde mit Kraken2 der
Prozentsatz klassifizierter Reads fur die einzelnen Proben
bestimmt. Die Read-Tiefe fur die Analyse betrug 30 Mio. Reads.
Fehlerbalken stellen einen Standardfehler des Mittelwerts dar.

Zudem wurden unter Verwendung derselben gekurzten
Daten die Auswirkungen der Read-Lange auf die
Probenvielfalt (d. h. die Anzahl der in einer Probe
nachgewiesenen Spezies) und den Shannon-Index

(d. h. den proportionalen Anteil der in der Probe
nachgewiesenen Spezies) untersucht. Diese Metriken
deuten darauf hin, dass mit steigender Read-Lange auch
die beobachtete mikrobielle Vielfalt der Stuhlproben
zunimmt. Der mit dem Shannon-Index angegebene
Anteil der nachgewiesenen Spezies bleibt dabei,

wie erwartet, relativ unverandert (Abbildung 6).

Hohere Sequenzierungstiefe verbessert
die Probencharakterisierung

Im ndchsten Schritt wurde die Bedeutung der Read-
Tiefe fir Werte zur Populationsvielfalt in natrlichen
Stuhlproben untersucht. Die Anzahl der Reads des
NextSeq 2000 System wurde mit dem DRAGEN FASTQ
Toolkit einem Downsampling auf 30, 10 und 1 Mio.
Reads unterzogen. Die Vielfalt und der Shannon-Index
wurden mit der DRAGEN Metagenomics-App berechnet.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Abbildung 6: Die mikrobielle Vielfalt der Stuhlproben nimmt mit
héherer Read-Lange zu: Die Reads des NextSeqg 2000 System
wurden mit der DRAGEN FASTQ Toolkit-App von 600 Zyklen

(2 x 300 bp) auf 300 Zyklen (2 x 150 bp) gekirzt. Im ndchsten
Schritt wurden mithilfe der DRAGEN Metagenomics-App die
Vielfalt und der Shannon-Index berechnet, um die Anzahl der
nachgewiesenen Spezies bzw. die proportionale Vielfalt zu
quantifizieren. Die ermittelte Vielfalt wachst mit der Read-Lange,
wahrend der Shannon-Index relativ unverandert bleibt. Die Read-
Tiefe fur die Analyse betrug 30 Mio. Reads.

Die Vielfaltsmetriken zeigten, dass die erfasste
mikrobielle Vielfalt der Stuhlproben mit wachsender
Sequenzierungstiefe zunimmt, wahrend der mit den
Shannon-Index angegebene Anteil der Spezies relativ
unverandert bleibt (Abbildung 7).

Langere Reads verbessern die taxonomische
Bestimmung

Eine der derzeitigen Herausforderungen beim Profiling
vielfaltiger mikrobieller Populationen in Umweltproben ist
der Mangel an vollstandigen Referenzgenomen fir viele
seltene und nicht kultivierbare Spezies. Im Allgemeinen
ist die Anzahl der assemblierten Contigs fur hochgradig
vielfaltige mikrobielle Populationen bei héheren
Read-Langen groBer. Das zeigt sich an der hdheren
Gesamtlange der Assemblierung (Abbildung 8).

Die metagenomische Shotgun-Sequenzierung mit
lllumina-Sequenzierungs-Read-Langen von 2 x 301 bp
verbessert im Allgemeinen die De-novo-Assemblierung
von Metagenomen aus Umweltproben und tragt
signifikant zur Gesamtvollstandigkeit der einzelnen
assemblierten Metagenome bei.
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Abbildung 7: Die ermittelte mikrobielle Vielfalt der Stuhlproben
nimmt mit der Sequenzierungstiefe zu: Die Vielfalt und der
Shannon-Index wurden mithilfe der DRAGEN Metagenomics-
App berechnet. Damit wurden die bei der Sequenzierung bei 30,
10 und 1 Mio. Reads beobachtete Anzahl der nachgewiesenen
Spezies sowie die entsprechende proportionale Vielfalt
bestimmt. Wie erwartet, nimmt die Vielfalt bei einem
Downsampling unterzogenen Daten ab, wahrend der
Shannon-Index ungeféhr gleich bleibt.
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Abbildung 8: Eine hohere Read-Lange hat bei natlrlichen,

mit dem NextSeq 2000 System sequenzierten Stuhlproben
eine insgesamt hohere Anzahl assemblierter Basen zur Folge:
Die metagenomischen Sequenzierungsdaten des NextSeq 2000
System wurden mit der DRAGEN FASTQ Toolkit-App auf 1 Mio.
Reads gekirzt. Die Read-Langen wurden von 2 x 300 bp auf

2 x 150 bp gekurzt. Die Vergleiche erfolgten mit SPAdes Genome
Assembler. Die Anwendung generiert die Contig-Gesamtlangen
aus Sequenzierungs-Reads, die auf 2 x 300 bp und 2 x 150 bp
festgelegt wurden.
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Zusammenfassung

Der vorliegende Anwendungshinweis zeigt die
vergleichbare Leistung der 600-Zyklen-Kits auf
dem NextSeq 2000 System und dem MiSeq System.
Das NextSeq 550 System eignet sich ebenfalls

flr genaue metagenomische Analysen, verflgt
jedoch nicht Uber eine 600-Zyklen-Option. Mit allen
drei Systemen I&sst sich eine genaue De-novo-
Assemblierung erreichen. Die Metagenomikprofile
stimmten insbesondere hinsichtlich der beobachteten
proportionalen Vielfalt der Gattungen auf allen drei
Systemen Uberein.

Insgesamt bietet das NextSeq 2000 System dank der
hoheren Read-Lange und -Tiefe Vorteile gegenuber
dem MiSeq System und dem NextSeq 550 System
beim Detailgrad der Bestimmung vielfaltiger,
kulturfreier Proben." Diese Vorteile sind besonders
wichtig bei komplexen Metagenomikproben wie Stuhl-
oder Umweltproben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass NextSeq
1000/2000 P1 Reagents (600 cycles) und NextSeq
1000/2000 P2 Reagents (600 cycles) auf dem

NextSeq 1000 System und dem NextSeq 2000

System eine hochwertige Sequenzierung ermaoglichen.
Die Durchlaufzeit ist kirzer als beim MiSeq Reagent Kit
v3 (600-cycle) auf dem MiSeq System. Die 600-Zyklen-
Kits auf dem NextSeq 1000 System und dem NextSeq
2000 System zeichnen sich, wie im vorliegenden
Anwendungshinweis dargestellt, durch hohe Q30-
Scores und niedrige Fehlerraten aus. DarlUber hinaus
bieten NextSeq 1000/2000 P1 (600 cycles) und NextSeq
1000/2000 P2 Reagents (600 cycles) eine flexible
Datenausgabe, die sich ideal fur kleine und mittlere
Genomsequenzierungsversuche eignet. Letztlich
ermoglichen die 600-Zyklen-Kits fur das NextSeq

1000 System und das NextSeq 2000 System eine
Ausdehnung des Einsatzbereichs und sind bei derselben
Datenqualitat wie auf dem bewahrten MiSeq System
besonders anwenderfreundlich.

T Das NextSeq 1000 System ist in funktioneller Hinsicht
baugleich mit dem NextSeq 2000 System und sollte mit
den gleichen 600-Zyklen-Kits vergleichbare Ergebnisse liefern
wie dieses Gerat.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Weitere Informationen

Sequenzierungsplattformen von lllumina

NextSeq 1000 System und NextSeq 2000 System
NextSeq 1000/2000 Reagents

lllumina DNA Prep

lllumina DNA Prep-Rohlysat-Protokoll fir NGS
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