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1. Mera: Jlana npoueaypa Onucy€e CTaHIapTU30BAHMM JTA0OPATOPHHM MPOTOKOJI MiAroToBku 6i6mioTexkn JJHK
JUIs KUIIKOBUX GaKTepialbHUX OpPraHi3MiB 3 BUKopucTaHHaM Habopy Illumina® DNA Prep s
MOJAJIBIIIOTO CeKBEeHYBaHHs Ha aTdopmi [llumina, mo 3ab6e3neuye mixkiiaboparopHe MOPIBHIHHS
pe3yJIbTaTiB CEKBEHYBAHHS Ta ONTUMI3Y€ BUBEJCHHS 1 SIKICTh JAHUX CEKBEHYBAHHS.

2. COEPA 3ACTOCYBAHHS: /{5 Bukopuctanus nadopartopismu, ceprudikoBannmu PulseNet WGS,
npu migrorosui 6i6mioTek 3 JIHK KUIIKOBHUX opraHizMis 3 BukopucTaHHsaM Habopy Illumina® DNA Prep
kit st cekBenyBanHs Ha matdopmax [llumina as moganHs JaHUX CeKBEeHYBaHHS 10 Mepexki PulseNet.
JlaGopaTopii MOXKyTh 3MIHIOBATH 110 TIPOIEAYPY 3a HEOOXITHOCTI JJII BAKOPUCTAHHS B CBOIX
nabopaTopisix Micis Basliamii 3riJHO 3 HACTAHOBAMH CBOE€T 1abopaTopii.
MHMPUMITKAL: Incmpykyii wooo noeonannsa amnuikornie Norovirus i Cyclospora 6 oonomy yukii 3
opeanizmamu PulseNet nasedeni 6 dooamrxax PNL35-1 i PNL35-2 eionogiono.
IPUMITKA 2: Jlana COII 6iopizuaemvcs 8i0 npomokoay, Hadanozo komnawiero Illumina, ocxinbku
opueinanvruti npomoxon lllumina 6ye onmumizosanuil 0ns cexgenysanns 2 x 150 (300c). IIpomokon mepedici
PulseNet 6ys onmumizosanuii 013 cexsenysanus 2 x 250 (500c). Axwo éawa nabopamopis 0ompumyemucsi
opueinanvroi COII 6i0 komnanii lllumina, poboui knueu, wo nadaromvcs pazom 3 PulseNet SOP, ne 6yoymuo
2eHepysamu MoyHi pO3PAaxyHKuU.

3. BUBHAYEHH/I:

3.1. BaseSpace: XmapHe obunciroBasibHe cepenopuile lllumina s ananmizy, ynpaBiiHHS Ta 30epiraHss
JAaHUX CEKBEHYBaHHS HACTYITHOTO MOKOIIHHS, BKIIIOUAIOYU OOMIH JaHUMHU.

3.2. BLT: Bead-Linked Transposome - HAMUCTHHHA TPAHCIIO30Ma.

3.3. CD Index: CD ixnexc.

3.4. CSV: 3nauenns, po3aineni komamu (¢aitn) abo posaineHi komamu (daitn).

3.5. JHK: JlezokcupuboHyKIeiHOBA KHCIIOTA.

3.6. dsDNA: JIsonanmtoroa JIHK.

3.7. EPM: Ilokpamena cymim ais [TJIP.

3.8. Fastq: TexcroBuii hopmar ¢aiinry 11t 30epiraHHs MociiJOBHOCTI Ta BiIMOBITHUX OLIHOK SIKOCTI.

3.9. GHS: I'apmoHi30BaHa Ha TJI00AIBHOMY PiBHI CHCTEMA.

3.10. HS: Bucoka 4yT/IHBICTb.

3.11. IPB: ounmryBanbHi HamucTuHU [llumina.

3.12. LRM: JlokanbHUN MEHEIKEP 3aMyCKY.

3.13. Mb: Mera 6a3a.

3.14. Hr: Hanorpam.

3.15. aM: HanomousspHuil.

3.16. IIJIP: ITommepasHa JIaHIIOTOBA PEaKITisl.

3.17. JII'3: JlaGopaTopist r(pOMaaChKOTO 3/10POB's.

3.18. PN: Mepexa PulseNet.

3.19. 3I3: 3acobu iHAMBIyaTBHOTO 3aXUCTY.

3.20. PulseNet Central: Komanaa PulseNet 8 CDC, uo cknamaetbes 3 ['pynu pearyBaHHs Ta yIpaBIIiHHS
cnanaxamu PulseNet (PulseNet@cdc.gov ) Ta OcHoBHOI 1aboparopHoi mismeHOCTI WGS
(PulseNetNGSlab@cdc.gov ).

3.21. PulseNet/OutbreakNet SharePoint: 3akputuii Be0-101aTOK ISl CHIUIBHOT pOOOTH, 110
BUKOPHUCTOBYETHCS JUTsI CITUIKYBaHHS MK ydacHukamu PulseNet.

3.22. KSI: KoHTpomnb sIKOCTI.

3.23. RSB: bydep pecycnensii.

3.24. SDS: ITacnopt Ge3mnexwu.

3.25. COII: CrangapTHa omepariiiiHa mpoiemaypa.

3.26. TB1: Bydep teryBanns 1.
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3.27. TSB: bydep 3ynunku Teris.

3.28. TWB: bydep npomMuBaHHs TETiB.

3.29. UD Index: YHikagpHUN OABIHHNNA 1HIEKC.
3.30. III'C: IToBHOr€HOMHE CEKBEHYBaHHS.

4. OBOB'SI3KU:
4.1. Jlabopatopis rpomajacbkoro 310poB'ss PulseNet:
4.1.1. Iliproroska 6i6miorek JIHK i, 32 HE0OXiqHOCTI, MPOBEIEHHS KOHTPOJIO SKOCTI JUIsl HACTYITHUX
IIC.
4.1.2. TlepeciroBaHHS BCIX 130JIATiB, SIKi HE BiAMOBIAal0TH TOPOTOBUM 3HAUEHHSM SIKOCTI.
4.1.3. Indopmysanns PulseNet Central, 3a HeoOXiTHOCTI, PO OY/Ib-sK1 YCKIaTHEHHS 3
n1a00paTOPHUMHU MPOTOKOJIAMH a00 MiI03pH Ha MPOOJIEMH 3 peareHTaMu.
42. Komanaga PulseNet Central:
42.1. BuKOHaHHS AOAATKOBOTO aHAJII3y SIKOCTI MOCIIJOBHOCTI, 1100 3a0€3MeUnuTH 3BOPOTHIH
3B'S30K 1 MIATPUMKY B YCYHEHHI HeoumikiB st JIT'3, aximmo e HeoOXiaHo.
4.2.2. TloBimomiuenns JII'3, Ko SKIiCh 13 MOJAAHUX MOCTIIOBHOCTEH HE BiAMOBIIAIOTH OPOraM SKOCTI.
42.3. 3amneobxigHocTi moBigoMisaTu JII'3 mpo Oyab-sKi migo3pu moa0 mpo0seM 3 peareHTaMH.
42.4. Perynspna niarpumka ta neperssin COIT 1 ix my6mikaris Ha SharePoint.

5. BE3IIEKA:

5.1. Tlomepen:xenHns 3 0io0e3nexn: Lleii nokymeHT onucye nosoxeHHs 3 JJHK ta nos's3annmu 3 Hero
MPOIYKTaMH 1 HE OTUCY€E HAMKpaIll MPaKTUKHA IMOBOHKCHHS 3 010JIOTTYHUME 1H(EKITIHHUMHA
Marepiasamu.

5.2. TlomepenxeHnHsi moa0 ximiuHoi 6e3mexu: [1ix yac po6OTH 3 MOTEHIIIITHO HEOE3TIEUHUMHU
XIMIYHUMH PEUYOBHHAMU BKUBANTE HAICKHHX 3aX0J1iB 00EPEHKHOCTI Ta BUKOPUCTOBYHUTE
BIJIMOB1/IHI 3acO0M 1HIMUBIAYaaIbHOTO 3axXuCTy. [lepekonaiTecs, mo XiMiKaTh, BAKOPUCTAaHI
KOHTEHHEepH Ta HEBUKOPUCTAHHUH BMICT YTHIII3YIOThCS BiIITOBITHO 0 MICHEBUX Ta JACPKABHUX
crangaptiB 6e3neku. JoaaTkoBy iHdopMalliio 1MB. Y BUINOBIIHUX NACNOPTAX 0e3MeKM.

52.1. Tllumina® Habip nis migrorosku JJTHK:
5.2.1.1.  TSB: Kareropis 1 GHS 3a nomko;xeHHsT 09€ii/Toipa3HeHHsI 1 MIK1AJIMBHUH 1711 BOAHUX
OpraHi3MiB.
5.2.1.2.  TBI1: Kareropis 4 3a rocTpoo TOKCHYHICTIO (TIHJI/TyMaH), Kareropis 2A 3a
MOJIpa3HEHHSAM Ha 04l Ta Kareropis 1B 3a penpoyKTUBHOIO TOKCHYHICTIO.
Mictute N, N=gumeTundopmami.
5.2.1.3.  EPM: Kareropis 4 3a rocTporo nepopajbHOI0 TOKCHUYHICTIO Ta Kareropis 1 3a
TOKCHYHICTIO TSI OKPEMHUX OpraHiB. MiCTUTh TeTpaMETHUIIAMOHIIO XJIOPHI.
5.22. Eranon nerko3aitmuctuii (kareropis roprogocti GHS 2).

6. PEAKTHUBU:
6.1. Illumina® Ha6ip a5 terysanus DNA Prep (M) (6yab-sIKuii 3 HaBeIeHUX HIDKYE):
6.1.1. 96 3paskis, 3 IPB, Illumina Cat# 20060059
6.1.2. 24 3pa3ku, 3 IPB, Illumina Cat# 20060060
Kommonentu Habopy:

e Hamucrunu + 6ydepu. 36epiratu npu remnepatypi Bix 15 no 30°C. IPUMITKA: na
306HIUHIL emuKemyi 6Kka3aHo 30epicanns npu memnepamypi 2-8°C, ane Ha 8cix
¢rakonax 3 KomnoHenmamu 6Kazano 3oepicanns npu memnepamypi 6io 15 0o 30°C.

IPB (30epirannsi y BepTHKaJIbHOMY MOJI0KeHHI)
TSB
TWB
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o [UJIP + 6ydepu. 36epiratu mpu Temmneparypi Big -25 mo -15°C.
RSB
TB1
EPM

e Hawmwuctunu 3 MapkyBaHasaMm (M). 36epiratu mpu temneparypi 2-8°C.
BLT (36epiratu BepTUKAIBHO)
6.2. Impexcu: Bubepith 6.2.1, 6.2.2 a60 6.2.3.
IMPUMITKA 1: Heobxionuti(i) Habip(u) inoekcie 3anedicums 8i0 nponyckHoi 30amuocmi 1abopamopii
ma 6axcano2o pieHs My1bMunieKcy8anHs. Pekomenoyemocs He 8UKOpUCmo8ysamu 0OHy i my e napy
iHOeKCi8 Y 080X NOCAIO08HUX YUKIAX HA OOHOMY Npuiadi, oo 3anobiemu nepeHecenHio pe3yibmamia 6io
YUKTLY 00 YUKITLY.
HNPUMITKA2: noexcu CD ma UD ne moscna 3miutysamu 8 00HOM) YUK,
INPUMITKA 3: IDT ons inoekcie J[HK/PHK Illumina ma inoexcu JIHK/PHK Illumina ne moicna
sMiuysamu 8 0OHOMY YUKIIL.
MHNPUMITKAA4: [Hoexcu UD maromos aoanmepu o5 10 nap ocnos, momy KilbKicmv YUK 34umy8anHs.
iHOeKci6 Ha npunadi mae Oymu ecmanosnena na 10 (3 8 ons indexcie CD).
6.2.1. Nextera JIHK-inaexcu mist komnakT-auckiB. 30epirata mpu temrepatypi Big -25°C mo -15°C.
96 Dual Index, ¢popmar mtactunu (96 3paskis, [llumina Cat# 20018708)
6.2.2. IDT nmns ingexcie JIHK/PHK Illumina UD. 36epiratu npu temmnepatypi Bix -25°C go -15°C.
MHMPUMITKA: []i Habopu indexcie 6y0ymb 3uAmMi 3 BUPOOHUYMEA. OCMAHHE 3AMOBIEHHSL -
29 ciuna 2025 poxy abo 0o euuepnanmsa 3anacie.
6.2.2.1.  Habip A, Tarmenraris (96 inaekcis, 96 3pa3kis, [llumina Cat# 20027213)
6.2.2.2.  Hab6ip B, Tarmenrais (96 inaexcis, 96 3paskis, [llumina Cat# 20027214)
6.2.2.3.  Ha0ip C, Tarmenrauis (96 inaexcis, 96 3pa3kis, kaT. Ne [llumina 20042666)
6.2.2.4. Hab6ip D, TarmenTartis (96 innekcis, 96 3paskis, kaT. Ne [llumina 20042667)
6.2.3. Inpexcu JJHK/PHK Illumina UD. 36epiratu npu temneparypi Bin -25°C mo -15°C.
6.2.3.1.  Hab6ip A, TarmenTartis (96 innekcis, 96 3paskis, kaT. Ne [llumina 20091654)
6.2.3.2.  Habip B, TarmenTartis (96 innekcis, 96 3pa3kis, kaT. Ne [llumina 20091656)
6.2.3.3.  Ha06ip C, Tarmenraiis (96 inaexcis, 96 3pa3kis, kaT. Ne [llumina 20091658)
6.2.3.4.  Hab6ip D, Tarmenrauis (96 inaexcis, 96 3pa3kis, kat. Ne [llumina 20091660)
6.3. Ertanon, monexkynsapuuii, 95-100% (Fisher Scientific Cat# BP2818-500 abo exBiBasleHT).
6.4. Eranomn, mabopatopuuii, 70% a6o exBiBanent s ne3indexii (Fisher Scientific Cat# 04-355-305 a6o
€KBIBaJICHT).
6.5. Bopna, monekynspHa (Fisher Scientific Cat# BP24701 abo exBiBasieHT).
6.6. Invitrogen' Qubit"" Habip s ananisy JJHK HS: o6epits 6.6.1. a60 6.6.2.
6.6.1. Habip xonnentpoBanux peareHTis (100 anainizis, Fisher Scientific Cat# Q32851 ado 500
anami3ziB, Fisher Scientific Cat# Q32854) 3 HacCTymHUMH KOMIIOHCHTAMH:
e Pearent dsDNA HS, kommoHneHT A (kKiMHaTHa TeMIeparypa, 3aXHuIIaTy Bij CBITIA).
e bydep dsDNA HS, komnoneHnt B (kiMHaTHa TeMIiepaTypa).
e Crannmaptauit dsDNA HS Nel, kommonent C (< 4°C).
e Crannmaptauit dsDNA HS Ne2, kommonent D (< 4°C).
6.6.2. 1x roroBuii 10 BuKopuctanus Hadip pearentis (100 ananizis, Fisher Cat# Q33230 ABO 500
anamiziB Fisher Scientific Cat# Q33231) 3 HactynmanMEu KoMnoHeHTamu (2-8°C):
e PoGounii pozuna dsDNA HS, kommoneHT A (KiMHaTHa TeMIlepaTypa, 3aXUIaTH BiJl CBITIIA)
e Crannaptauii dsSDNA HS Nel, xommnonent B (< 4°C)
o Crannaptanii dSDNA HS Ne2, kommonenTt C (< 4°C)

7. MIOCTAYAHHA:
7.1. 96-nynkosi I1JIP-nnanmeTy, 3 60pTUKaMu, 3 TBEPAUM MOKPUTTAM, HU3bKONPO(D1JIbHI, TOHKOCTIHHI
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(BioRad Cat# HSP-9601 a6o exBiBaieHT)

7.2. Ilnanmeru 3 rauOokumu tyHKamu Juist 30epiranas "MIDI", 96 nynok (Fisher Scientific Cat# AB-0859
a00 CKBIBAJICHT) — 10IaTKOBO.

7.3. Jlin.

7.4. MikpouentpudyxHi mpobipku, 1,5 mi, crepunbHi (Fisher Scientific Cat# 05-408-129 abo ekBiBaJIeHT).

7.5. Anre3uBHa miom6a Microseal B (BioRad Cat# MSB-1001 aGo ekBiBaieHT).

7.6. Ilnomba 3 kneiikoi poasru Microseal F (BioRad Cat# MSF-1001 a6o ekBiBaJieHT) — 101aTKOBO.

7.7. HaxoHEYHMKH Ui MINETOK, CTepUiIbHI, (piapTpoBaHi: 06'emom 20 Mk, 200 Mk ta 1000 M (Rainin
Cat# 30389225, 30389239 Ta 30389212 abo exBiBaJeHT).

7.8. Qubit" npobipku aus ananisy (Fisher Scientific Cat# Q32856 a6o exBiBaneHT (IIpo30pi, TOHKOCTIHHI
nipoOipku st [TJIP 06'emom 0,5 mo)).

7.9. €wmmnocri misg po3uuny, crepuibHi (Fisher Scientific Cat# 13-681-504 abo exBiBaJIeHT).

8. OBJIAJIHAHHS:

8.1. Binpa/koHTeiHEpH TS IbOY.

8.2. Invitrogen™ DynaMag™ -96 Marwuirt 3 6iunoro coiguuueto (Fisher Scientific Cat# 12-027 a6o
€KBIBaJICHT).

8.3. MikporneHtpudyra 1 IIBUAKOTO 0OEpTaHHS.

8.4. Mikpominerku o6'emom Bix 1 Mk 1o 1000 mxn. OgHOKaHANBHI Ta OararokaHaibHi (00'emom 20
MK Ta 100 MKT).
IPUMITKA: IIpononyemocsa 06a nabopu ninemox. 00un 0Jisi pobomu 3 NOnepeoHbo AMNIIPIKOBAHUM
NPOOYKMOM i peazeHmamu, a iHwull - 0Jisk pooomu 3 AMNAIPIKOBAHUM NPOOYKMOM | peazenmamu nicjis
LIIP.

8.5. MikporuiaHiieTHa HeHTpudyra.

8.6. Dmyopumetp Qubit™ 4.0 (crapimri Bepcii 2.0 a6o 3.0) aGo exBiBaJICHT 151 KUIBKICHOTO BU3HAYCHHS
dsDNA.

8.7. Tepmonukiepu 3 KPUIIKOO 3 MiAIrPiBOM, cyMicHi 3 96-mynkoBumu 0,2 M [1JIP-manmeramu

8.8. Boprekec.

9. IMPOLEAYPA: Kourpoabuuii cnucok Illumina DNA Prep (PNL35.W3 ) Mo’kHa BUKOPHCTOBYBATH
MiJX Yac miaroroBKu 0idJioTexku B Jadoparopii s 3anucy BUKOHaAHUX eTamniB. Lleil KOHTpobHMI
CIMCOK TaKO’K 103B0JIsIE po3paxyBaTu 00'emu Malictep-mikciB. Koporkuii mocionuk (PNL35.JA1) 3
OIMCOM METOAY MIArOTOBKH 0i0JIi0OTeKH TAKOK JO0CTYNHUI B IKOCTi JJA00PATOPHOIO J0BITHUKA IS
npoueaypu miaroroBku 0idsaiorexu. Pooounii 3ommut 3 miaroroskn JHK (PNL35.W1) moxna
BHKOPHCTOBYBATH JIJIfl IVIAHYBAHHS IUKJIIB ceKBeHYBaHHs (Ha iSeq, MiniSeq, MiSeq ado NextSeq),
BKJIIOYAK0YH NPU3HAYECHHS iIHAEKCIB, a2 TAKOK PO3APYKYBAaTH i BAKOPHCTOBYBATH B J1abopaTopii ais
3anmMcy napriil peareHTiB Ta iHIIOI iHPopMauii 11 KOHKPETHOr0 HUKJIY. PoOoouunii 30mmT 1as
Bincrexenns inaexciB (PNL35.W4) moxHa BHKOPHCTOBYBATH /1JIsl IPHCBOEHHS iHAEKCIB 1 1A IiJIeH
iHBeHTapu3aii.

MHMPUMITKA 1: €ounumu 6e3neynumuy mouxamu 3ynuHKu 8 npoyedypi € eman amniigixayii (9.4.), eman
ouuuenns amniigixosanux oioniomex (9.5.) i eman pozeedenns 0o 4 uM (9.6.).

MMPUMITKA2: Vci emanu 6aeamokananbHo2o 3Miuy8anHs 8 YoMy NPOMOKOLL MOJICHA 3AMIHUMU
suxopucmanuam wetkepa ons naacmur (1600 06/xé npomsecom 1 xeununu) 3a 6aICanHAM.

IMPUMITKA 3: Ilepexonaiimecs, wo 8opmexc 6UMKHeHUll NiC/is Ai3ucy kiimun nio yac excmparxyii JJHK i
Ha 8cix emanax nio2omoexu Oioriomexu.

MMPUMITKA4: 3a00kymenmosano i cnocmepieaemucs, Wo HA WITbHICMb KIACMEPI8 MOXHCe He2amuUgHO
BNIUBAMU BUKOPUCTNAHHA MUIOYUX 3AC00I8 HA OCHOBI AMOHIIO NOOAU3Y 0OIAOHAHHS Ol CEKBEHYBAHHS,
BKIOUAIOYU TAOOPAMOPHI CMOAU MA NINEMKU, WO BUKOPUCIOBYIOMbCA 01 hidzomosku bibniomeku. He
GUKOpUCHOGYIIMe CROJIYKU YemEePMUHH020 AMOHII0 a0 cepeemKu nood.au3y 001a0HAHHA O
CeKeeHyeanHusa avo na Hoomy!
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9.1. (Heo6oB'si3k0B0) Ilinroryiite Bkaaaky "Library Prep" (IlizroroBka 0i0/1ioTexkn) pod0o4oro 3omura
Illumina DNA Prep.

IPUMITKA: He suoanaiime psoxu abo cmosnyi 6 pooouiti knuzi PNL35. W1! [{e mooce nopywumu
pobomy b6azamvox ¢opmyn i nourykosux mabauys. € 6aeamo psaokKie, 0OCMyYnHUX Ol 3pA3KI8
inpopmayii; 6y0b-sKi psoKuU, sKi He OYOYMb BUKOPUCTOBYBAMUCS, MONCHA NPUXOBAMU,
suxopucmogyiouu @yuxyiro "Cxoeamu” ¢ Excel. Poboua kHuea oghopmiena 6 Hacmyntiii KO1bopositl
eami.:

bini nons nosunni 6ymu 3anosHeni

Temno-cipi nons Heob08'a3K06i 0Jisl 3aN08HEHHS

Cuni noas micmamo hopmynu, SKi ABMOMAMUYHO 3AN0BHIOIOMbCS, 1 IX He C1i0 3MIHI08amu

JKoemi iHOeKcHi nosis 8kasyloms Ha me, wo Oyi0 eudpano 0yonikamu iHOeKcié

Yepesoni inoexchi nyHKu ekazyrome Ha me, wo CD-indexcu Oyau idibpani 3 inoexcamu v2

ma/abo v3

9.1.1. Bgenits ineHTHdIKATOP HUKITY Y hopMarTi inenTrdikarop naboparopii PulseNet - inenTudikaTop
npuiany - nara noyatky mukny: 1labID-MXXXX-YYMMDD. (manpuknag, CDC-M3235-240512).

9.1.2. BeeniTh maty miaroToBku 06i107110TeKH, (axiBIs 3 MIATOTOBKU 010JI0TEKH, THI/XiMit0 HAOOPY It

CEKBEHYBaHHS 31 CIIaJJHOr0 MEHIO, 1aTy CEKBEHYBaHHA Ta (paxiBIld 3 CEKBEHYBaHHS.

9.1.3. Brexits kimtoui crany (iaeHtudikarop, BBeaeHuid y moii "Kmrou" 6asu nanux PulseNet).

INPUMITKA: BaxauBo! Iuena ¢aiinie Fastq 6yoyme npusnaueni na exnaoyi Sample

Sheet 6ionosiono 0o yvoco knoua cmaumy ma ioenmugikamopa yuxny. L{i nons 6yoymo

00'€0Hani 011 CMBOPEeHHS YHIKANIbHO20 npeikca 0isl pe3yibmyodux gatiinie fastq

(nanpuxnao, Samplel-CDC-M3235-240512).

9.1.4. BHeciTh OLIIHKY pO3Mipy T€HOMY (Ha OCHOBI TaOnuii | HUXYE) I KO)KHOTO OPTraHi3My B KOJIOHKY

E po6odoro 3ommra.

OpraHiam Po3paxyHKoBwUi MiHimanbHe
po3mip reHomy OXOMJIEHHA
(M6)
E. coli ma Shigella spp. 5 40x
Salmonella spp. 5 30x
Vibrio cholerae 4 40x
Vibrio spp. 5 40x
Listeria monocytogenes 3 20x
Campylobacter spp. 1.6 20x
Cronobacter spp. 4.5 40x
Yersinia spp. 5 40x

Tabauns 1. PospaxyHkoBuii po3mip renomy (B M0O) 3a opranizMamu.

9.1.5. [lepekoHnaiitecs, M0 KIIBKICTh 130JITIB y MUK BIAMOBIA€ EMHOCTI MPUJIaAy Ta HAOOPY pearcHTiB,
1110 BUKOPUCTOBYIOThCS. PexomennoBane HaBantaxxenus JIHK st koxHO1 3 mmatdopm
cexkBeHyBaHHs [llumina Ta kapTpuKiB, BamigoBaHUX 11 BUKopuctanHs B PulseNet, HaBeneHo B
tabmui 2 Huwkde. Oxpemi 1aboparopii, 10 MarOTh JOCBIJ 1 cTaOUIbHI KOHIIEHTpaIlii 0i0i0oTeK 1
po3Mipu (pparMeHTiB, MOXKYTh TIEpEeBUIIyBaTH pekoMeH1oBaHe HaBaHTaxeHHs JJHK, nocsraroun
MIpH IbOMY HEOOX1THUX MiHIMaThHUX PiBHIB TOKpUTTS (Tabmuist 1) mist BCiX 130/1STIB B UK.
Cyma po3mipiB reHomiB (B MO) 1i1st 3pa3kiB y UK Oyie BimoOpaskeHa B poOOYOMY 30IIHUTI 1
JOpIBHIOBATUME OIliHEHOMY HaBaHTakeHHIO JIHK mmst mukoy.

MMPUMITKA 1: Huoicue pexomenoosarne nasanmadgicenns JJHK onsa yuxnis, wo micmamo E. coli,
Shigella spp., Vibrio spp., Cronobacter spp. abo Yersinia spp. nog'azano 3 mum, wo yi opeaHizmu
suMazaroms OibU020 oxonienus (40x) ons nooarvuiozo ananisy, Hiswe iHwi opeanizmu (20x abo
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30x). Tomy 011 yux opearizmie HeoOXiOHa OinbULA KITLKICMb 34UMYBAHb NOCTIO08HOCMEN/0AHUX,
WO 2eHepyIoOmbCsl 8 NPOYECE CEeKBEHYBANHSL, W00 3A0080IbHUMU BUMOU OO0 OXONIEHHS.
IMPUMITKA?2: PulseNet nikonu i Hi 3a AKUX 00CmMagun He NPUIMAE NOCTIO08HOCHI,
32eneposani 3 napamempamu yukaivnocmi Huxcue 300 yuknie (2 x 150).

Habip ansa cekBeHyBaHHA HaBaHTa*KeHHA Lnknaum
(umknn) AHK (M6) HaBaHTaXXeHHA
npautoe 6e3 AHK (M6), wo
opraHismis 40x MiCTATb OpraHiamm
40x
MiSeq
v2 300 90 90
v2 500 100 100
v3 600 200 175
Mikpo (300) 35 30
HaHo (500) 13 13
HaHo (300) 13 10
MiniSeq
CepepgHiii Buxig, 60 60
BucoKa NpoAYyKTUBHICTb 100 100
iSeq
iSeq v2 35 25

Tabauus 2. Po3paxynkosa emuicts JJHK (B M6) mnst Habopis pearenris Illumina.

9.1.6. Buznaure, siKi iHA€KCH OyAyTh BUKOPHCTOBYBATHCS, 1 BBEAITh MO3MIIIIO JTYHKU 1HAEKCHOTO
MJIaHIIeTa (3 1IHACKCHOTO Tu1admieTa). JIyHKy 1HIeKCHOTO TUIaHIIeTa MOJKHA BBECTH BPYUHY,
BUOpATH 31 CIIQJIHOTO CITUCKY a00 CKOIIIOBATH 3 poOOUOro apKylia BiICTEKEHHs 1HJCKCIB.
IPUMITKA 1: Pexomendyemuvcs He 8UKOPUCMOBYBAMU OOHAKOBI NAPU IHOEKCI8 ) 080X
NOCAI00BHUX YUKIAX HA OOHOMY CEK8EHCOPI, W00 3MeHWUMU KilbKicmb nepenocis. Pobouyi
apxywi giocmedicenus inoexcie, PNL35. W4, mooicna suxopucmogysamu 0.is
Ppe3ep8yB8aHHs/8i0CmedCeH s BUKOPUCAHUX T 0OCTYNHUX THOEKCI8.

MNMPUMITKA2: [noexcu CD i UD ne modxcna xomoinysamu ¢ 00Homy yukii. Taxooic He
pexomenoyemwcs noeonyeamu IDT ons indexcis lllumina JJTHK/PHK UD 3 inoexcamu Illumina
JHK/PHK UD.

IMPUMITKA 3: nanoneanuso pexomendyemuvcs suxopucmosygamu inoexcu UD ons yiel
npoyeodypu, 860HU MAOMb MeHue CmMpUOKIE IHOeKCy 8 NPUNAOax, Wo 8UKOPUCTNOBYIOMb NPOMOYHI
kiosemu 3 nameprom (NextSeq, MiniSeq, iSeq), i € 30anancosanumu 3a KO1bOPOM, OCKIIbKU 8CL
IHOEeKCHI NOCLIO0BHOCMI € VHIKATbHUMU.

9.1.7. Beenith 00'eM BxigHoi IHK (pekomennoBano 10 Mki1), skuif HOTPiOHO J10AaTH B KOXKHY JIYHKY Ha
MOYaTKy MPOIECy MPUTOTYBaHHS 010J110TEKH.

IMPUMITKA 1: PulseNet cmanoapmu3sysas nouamrosuii 00'em /[HK 0o 10 mxn; oonax
pexomenoosarna Kinvkicmo 6xionoi J[HK ons Illumina cmanosums 100-500 ne. Oxpemi
nabopamopii moxcymo 3minioeamu 06 'emu exionoi JJHK, wo6 nepexonamucs, wo JHK
3HAXOOUMBCS 8 MeHCax Yb0o2o OIanazomy, 3a OANCAHHAM.

INPUMITKA2: Minimansnuii 06'em exionoi JITHK cmanosumo 2 mxn. Axwo JJTHK
3aHA0MO KOHYEHMPOBAaHa, UKOHatime pozeederts, wob 00'em exionoi JJHK nepesuwus 2
MK, i npooosxcylime.
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9.2.

9.1.8. Bxnaaky "IliaroroBka JIHK" poGodoro 3omuiTa Tenep MoKHa po3ApyKyBaTH Il BUKOPUCTAHHS B
nabopaTopii.

Po3Benenns ta mivenns Bxianoi /IHK: THK ¢pparmeHTy0Th | MiTATH aaniTePHUMHA
MOCJAiI0BHOCTSAIMH TA 3B's13y10Th 3 BL'T mix yac uux eranis. BaxxiuBo, o6 HamucTunm 0yJau 100pe
CYCIICH/I0BaHi Ha BCIX eTanax NpoueaypH.

MHMPUMITKA: Ilepexonaiimecs, wo {HK, sika tioe na niocomosky 0ioriomexu, npouuna OYiHKy
axocmi. 3navenns 260/280 mae bOymu 6 mexcax 6io 1,75 oo 2,05. /lusimecsa PNL33 0ns ompumanis
000amkosoi inpopmayii.

9.2.1. lo3zBonbte BLT (3 xomoamnbhuka) i TB1 (3 MOpo3miIbHOT KaMepH) JIHTH 10 KIMHATHOT
TEMIIEPATYPHU.

MMPUMITKA: [lepexonatimecs, wo BLT Hixonu ne 3amopodicyemvcs i 3a8xcou 30epicacmubcsi y
8EPMUKATLHOMY NOJIOHCEHHI, U0D HAMUCMUHU 3A8AHCOU 3ANULUATUCS 3AHYPEeHUMU 8 OVghep.

9.2.2. Ilo3naute 96-nmynkoBuii I[1JIP-mutanmer abo ioro exBiBasieHT ineHTUdiKaTopoM nukity (Run ID).

9.2.3. JlomaiiTe MOJIEKyJISIpHY BOJIy B KOXKHY JIYHKY JIJIsI 3pa3ka (3arajabHuil 00'€eM BXITHUX JAHUX IS
aHauizy ctaHoBHUTH 30 MKIT; 00'eM Bou cTaHOBUTH 20 MKJI, K10 O0yzae moxano 10 mxin JTHK;
00'eM aBTOMaTUYHO PO3PaXOBYETHCS 1 BIOOPAKAETHCS B POOOUOMY 3OIIIHTI).

9.2.4. lonaiite JIHK no monexynspHOi Boau (BiAMOBIAHO 10 00'€eMy, BKa3aHOTO B p0OOYIOMY 30IIHTI,
3a3Buuai 10 MK) 1 10Ope mepemimaiTe, 00epe’kHO BUKOHYIOUH pO3KarmyBaHHs proOan3Ho 5-10
pasis.

9.2.5. IIpokpytite BLT npotsirom monaiiMmenme 10 cekyH 1 IEpEeBipTEe HAICKHY CYCIICH3110 HAMUCTHH;
MOBTOPITh, SIKIIO HeoOXinHo. He neHTpudyrysaru.

9.2.6. [Tepemimaiite Ha BopTekci TB1 1 BUKOHaWTE MIBUAKE BITKUMAHHS.

9.2.7. Iligroryiite Maiicrep-MiKc 1Js TarMEHTAI:

PeareHT 06'em Ha
3pasoK
TB1 10
MKJI
BLT 10
MKIJI

Taoauus 3: O6'eMu peareHTiB Ha 3pa30K ISl MACTEP-CyMIIlIi ISk TarMEHTAI{
HNPUMITKA: Kinokicms 3paszkie, uwjo 2o0myomuvcs, MO*CHA 66eCMU 6 KOHMPOTIbHUL CNUCOK
Illumina DNA Prep, PNL35.W3 ("koumponvruil cnucok"”), i 06'emu emanonuoi cymiwi 6yoymo
ABMOMAMUYHO PO3PAXOBAHT 3 YPAXYBAHHAM HAOIUWIKY 2 3DA3KIE, 8JiCe BKIIOUEHUX 8 PO3PAXYHOK.

9.2.8. 1o6pe nepemimiaiite Maificrep-CyMill st TarMEHTallii BOPTEKCOM.

9.2.9. Nonaiite 20 MKJI €TaJIOHHOT CYMIIII JIJIsl TATMEHTAIII]1 B KOXKHY JIYHKY 31 3pa3KaMH.

MMPUMITKA: Hxwo oonouacro comyemocs bazamo 3paskie (moomo oinvuie 8), modice
3HAOOOUMUCS NOBMOPHE NePEeMIULY8AHHI MAUCMeP-MIKCMYpU 01 MiYeHHs, woo 3anobiemu it
OCIOaHHIO Ni0 YaC Yb020 emany.

9.2.10. O6epexHO TepeMilaiTe MNeTKO0, PECYCICHIYI0OUN HAMUCTUHA (PEKOMEHTY€E€ThCS
BUKOPUCTOBYBATH OaraTOKaHAJIbHY MIMETKY Juid nepemimryBanns). [lepen iHKyOali€to oriasiHbTe
JTYHKH, 100 IePEKOHATHUC, 1110 3pa3Ky Ta €TAJIOHHA CyMill oHOPiAHI. JlomaTkoBy iHbOpMaIIito
IUB. HA PUCYHKY | HMXK4e.



CTAHJAPTHA OIIEPAIIIMHA ITPOLEAYPA PULSENET JJIS1 IIZITOTOBKU BIBJIIOTEKH JTHK 3
BUKOPUCTAHHSIM HABOPY JUISI MIATOTOBKHU JJHK ILLUMINA® DNA PREP KIT

Jox. Homep PNL35. | Bep. No. 05 ‘ JlaTa HaO0yTTs1 YMHHOCTI: Cropinka8 Bix 23

) o e e O A e A A —

LCALLLL

Pucynoxk 1. [Ipukinan ogHOpiHOTO Ta HeoAHOpiHOTO 3paskiB. Jlynkwu 1, 4, 6, 7 1 8 nobpe nepemimani. He moBunHO
OyTH KOJpOpOBHX cMyT ("3aX0/iB COHIA") BiJ HU3Y /10 BEPXY JIYHOK. Y JIyHKax 2, 3 1 5 crocrepiraeTbest OCaJDKEHHS,
11X CJIiJl MOBTOPHO IIE€peMillaTy nepes iHKyOamiero.

9.2.11. 3akpwuiiTe TUIaHIIET MiKporepMeTrHKoM B (a0o ekBiBaJieHTHUM) Ta 1HKYOy#Te turanmet mpu 55°C
npoTsrom 15 xBumnuH, micis yoro surpumainte 10°C Ha TepMocTaTi 3 KPUIIKOIO, HATPITOIO 10
100°C (o6'em 50 MmKu1).

IMPUMITKA: PexomeHdyembcs nonepeonbo 3anpocpamysamu mepMoyuri 0Jist yiei memu.

9.3. Ounmienns tarmenroBanoi IHK: IHK (Tenep momiuena agantepamu i 38'sizana 3 BLT) Oyne
BiAMuTa nepen amiutigikamiero.
MMPUMITKA: 3a baxcanuam, 018 HaBeOEHUX HUNCYE emAanié NPOMUBAHHS MONCHA BUKOPUCIOBY8AMU
naanwem 3 enuboxkumu ayuxamu MIDI. []e mooice nokpawumu ¢hopmysanHs neiemis i SMeHUUmMu pu3ux
nepexpecnoi konmaminayii. 3pazku nompiono 6yoe nepenecmu Ha 96-nyukogutl IIJIP-nianwem 3
OopmuKom 0/ emanie mepMOYUKIIOB8aAHHSL.

9.3.1. Ilepekonaiitecs, uo TSB mae KiMHaTHY TeMmepaTypy, 1 IepeKoHaiTecs y BIACYTHOCTI ocary
(sxro ocan BumaB, nporpikte mpu 37°C go 10 xBuimmH a60 10 pO3YMHEHHS 1 3MIIITyBaHHS Ha
BOPTEKCI).

9.3.2. lonaiite 10 mxn TSB 10 koxHOTr0 3paska.

9.3.3. Ob6epexHo noaaBaiiTe 103aTopoM s nepeminryBanHs. [lepen iHKyOali€ro orasiHbTe
JyHKH, a00 MEePEKOHATUCS, IO 3pa3KH Ta eTajJoHHA cyMim ogHopiaHi. JluB. PucyHok 1.

9.3.4. 3aneyaraiiTe ruraHmeT MikporioMooio B abo ekBiBaJICHTHUM MaTepiaoM.

9.3.5. InkyOyiite mpu 37°C npotsrom 15 xBunuH 1 Butpumyite npu 10°C Ha TepmocTarti 3
KPHILIKOIO, TonepenHbo Harpitoro g0 100°C.

IMPUMITKA: Pexomenoyemuvcs nonepeoHvbo 3anpocpamysamu mepmoyuri 0as yiei memu.

9.3.7. Ilicna Toro, sk 3pa3ku focarHyTh 10°C, BUIMITD TUIACTHHY 3 TEPMOLIMKIIEpa 1 BUKOHAMTe
IIBUJIKE OOCpTaHHS.

9.3.8. IlomicTiTh Ha MarHiT Ha 3 XBWIMHY (200 MMOKKM HAMUCTHHA HE cOpPMY€ HITBHY TPaHyITy).
MMPUMITKA: fkwo uepes 3 xeununu winbHa epanyia He ymeopuiacs, 00epercHo
ninemyume 3pasku, AKi He YMEOPUNU ePAHYLy, I 3aiuwme ix Ha MazHimi Ha 3 XUIUHU.

9.3.9. Bupanith Ta BUKMHITH HaJIOCAI0BY PIAUHY.

9.3.10. 3HimiTh macTuHy 3 MarHity i gogaite 100 mxs1 TWB 6e3mocepeiHbo 10 rpaHyJIH.
MHMPUMITKA: 3a 6axcannsam, ona npomusanus TWB modicna suxopucmogysamu EMHICMb OJis
PO3YUHY Ma 6a2amMOKAHAILHY NINEMmKY.

9.3.11. O6epexHO (11100 YHUKHYTH MHOYTBOPEHHS ) IEPEMIIIATH ITTETKOIO JI0 TTOBHOTO
pecycrieHayBaHHS HAMUCTUHH.

MNPUMITKA: Ilinemyiime 3 obepescuicmio. Modice GUHUKHYMU Oesike NIHOYMBOPEHHS, ajle Ci0
VHUKamu Haomipnoeo ninoymeopenus TWB, ocKinbKu niHOymeopeHHs Moxce npu3eecmu 00
empamu 3pasKa.

9.3.12. 3HOBY MOMICTITh Ha MarHiT Ha 3 XBUJIMHHU (200 MOKM HAMUCTHHA HE CPOPMYE LIUIbHY TPAHYIy).

9.3.13. 3HIMITh 1 BUKUHBTE HAJ[0CAJIOBY PiIUHY.

9.3.14. 3uimiTh 3 MarHity i obepexHo goxaite 100 mxn TWB 6e3nocepeHbo 10 rpaHyiu.

9.3.15. O6epexHO TIepeMilaTH MNETKOW (YHUKAIYH MIHOYTBOPEHHS) 10 TTOBHOTO PECYCIICH TyBaHHS
Oicepy.

9.3.16. 3HOBY MOKJIAJITh HA MArHIT Ha 3 XBUJIMHU (200 TTOKKM HAMHUCTHUHA HE C(HOPMYE IIUTBHY TPaHyITy).
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9.4.

9.3.17. Bumanutu Ta BAKMHYTH HAaJIOCAZOBY PIAUHY.

9.3.18. 3HimiTh 3 MarHity, nogaiire 100 mxn TWB 6e3nocepeiHpo 10 HAMUCTHHU 1 00€pEKHO MINeTyHTe,
100 PeCyCIeHIyBaTH.

9.3.19. 3HOBY MOMICTITh HAa MarHiT Ha 3 XBUJIMHY, 3ayuiIaoun TWB y nmynkax (1106 3amodirtu
BHCHXaHHIO HAMHCTHHHM), a TTOTIM NIEPEXOAbTE 10 €Tanmy aMmrutidikarii.

Amiuidikanis TarmenToBanoi JIHK: Inaexcu nonarwrbest 10 TarmentoBanoi JIHK, i BindyBaerbcst
ammigikanis. Ilix vac IIJIP IHK 0yne BuBiibHaTHCS 3 HamucTuH BLT.
9.4.1. BinraroBanus EPM Ha nvoay Ta iH7eKcH BiATaBaHHS IIPH KIMHATHIN TeMIepaTypi.
9.4.2. Ilepen BUKOpUCTAHHSM pO3MOpPOKeHHH EPM KOpPOTKOYACHO MPOKPYTUTH HA BOPTEKCI Ta MIBUIKO
BIJKATH.
9.4.3. Ilpurotyiite maiictep-mikc as [1JIP:

PeareHT 06'em Ha
3pasoK

EPM 20 MK
MonekynapHa Boaa 20 MK

Tabauus 4: O6'eMu peareHTiB Ha 3pa3ok 1t Maiictep-Mikcy [1JIP.
HNPUMITKA: Kinbkicms 3paszkie, uwjo 2omyomuvcs, MO*CHA 66eCMU 6 KOHMPOTIbHUL CNUCOK
lllumina DNA Prep, i 06'emu emanonuoi cymiwi 6y0ymos asmomamuiHo po3paxo6aHi 3
VPAxXy8auHAM HAOIUWUKY 2 3pA3Ki6, K1 6Jice BKNIOUEHT 8 PO3PAXYHOK.

9.4.4. BuxopucTaHHs BOPTEKCY 1 IIBUAKOTO o0epTaHHs Maiictep-cyminti st [1JIP.

9.4.5. Bupanutu TWB 3 n1yHOK.

MNPUMITKA: Buoanenns TWB € Oyace 8adciusum, OCKiIbKU BOHO MOJCEe NePeuKooicamu
nposedenuto IIJIP. Pexomendyemvbcs 6uKopucmogyeamu ninemky Heeeiuxo2o o00'emy O0is
guoanenns ecix zanuwkie /[HK. ByOvb-axa nina, wo 3amuwiuiacs Ha JYHKAX, He Mamume
He2amugHo20 NIU8Y Ha DIOIIomeK).

9.4.6. 3HimiTh 3 MarHity i HeraifHo foxaiite 40 Mxn maiictep-cymimi st IIJIP 1o xoxkHOTO 3paska.
IPUMITKA: Pexomenoyemubcs nepekoHamucs, wo KONCHA ePanyia 3aHypeHa abo smouend
maticmep-mikcom, nepul Hixc nepexooumu 00 HACMynHOI IVHKU, a Makoxc 000asamu maiicmep-
MIKC 8 YCI IYHKU nepeo 3MIUy8aHHAM, W00 YHUKHYMU GUCUXAHHS HAMUCMUH.

9.4.7. AxypatHO nepeMiliaite MineTkoro, Moo 3ade3neunTr pecycreH3io rpaHyIl.

9.4.8. JlonaiiTe iHaEKCH 10 3pa3KiB:

9.4.8.1.  KorxHa JlyHKa 1HJEKCHOTO IJIaHIIETa MICTUTh YHIKaJIbHY Napy 1HJEKCIiB B 00'eMi
OJTHOPa30BOT0 BUKOpUCTaHHs. JlomaiiTe 10 MK BiamOBIIHOT apH 1HAEKCIB 3 IYHKH
1H/IEKCHOT O IIJTAaHIIEeTa B KOXKHY JIYHKY 3pa3ka, sIKk 3a3Ha4€HO B pOO0YOMY 30IIHUTI
(PNL35.W1).

9.4.8.2.  Ilicns BUKOPUCTAHHA/TIPOKOJIFOBAHHS JIYHOK BOHU MOBHHHI 0yTH 3ameyaTtaHi 3a
JIOTIOMOT 010 J1abopaTtopHoi cTpiuku ado Microseal F abo exBiBageHTHOTO MaTepiary, o0
3ano0IirTi nepexpecHii KOHTaMiHaIli1 IHIEKCY.
IMPUMITKA: Pexomendyemvcsa npokoromu ¢honvey nompiOHoOi AYHKU HA THOEKCHOMY
naaHwemi HOBUM HAKOHEYHUKOM Ninemku, a HNOMIM BUKOPUCOBYEAMU  CEIHCULL
HAKOHEUHUK Ninemxu 05 8UOALeHHs IHOEKCi8 3 IVHOK.

9.4.9. Ilepemimaru mineTkoro MiHiMyM 10 paziB, o0 3MimIaTH.

9.4.10. OrnsHbTe IYHKH, 1100 IEPEKOHATHUCS, 110 BC1 3pa3ku ogHopiaHi. L{eit kpok Mae BUpiIagbHe
3HaYeHHS JJ1s €pEeKTUBHOTO 1HAEKCYBAaHHA Ta MOJAIBIIOTO BiIHOBICHHS NMpoaykTy. Jus. Puc 1.
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9.4.11. 3aneyaryiiTe TUTAHIIIET MIKPOTEPMETHKOM B a00 eKBiBaJICHTHUM MaTepiaJioM, TOMICTITh HOTO B

TEPMOIIMKJI 1 BAKOHANTE HACTYITHI MONEPEHbO 3apOrpaMoBaHi HAJIAIITYBAaHHS 3 HATPITOIO
kpumikoro (100°C):
Kpok 1: 68°C npotsirom 3 XBUIMH
Kpoxk 2: 98°C npotsarom 3 XBUIUH
Kpox 3: 5 nukomi
98°C mpotsrom 45 cekyH[,
62°C mnporsarom 30 cexkyHz,
68°C npoTaromM 2 XBUJIMH

Kpoxk 4: 68°C npotsarom 1

XBUJIHHH

Kpoxk 5: Burpumatu nipu 10°C

3aranpauii 00'eM: 50 MK

9.4.12. Lentpudyryire mianmer npu 280 X g MpoTAroM 1 XBUIMHHU.

IMPUMITKA: []e 6e3neuna mouka synunxu. [lnanwem moosicna 3anewamamu Microseal B abo
eKsisaieHmHumM mamepiaiom i 3o0epicamu npu memnepamypi 2-8°C abo 3anuwumu 6
mepmocmami npu 10° C na mepmin 00 3 OHis.

9.5. OunnieHHs Ta BUOIpP po3mipy amiutiikoBanux 6idaiorex: I{s npoueaypa noaBiiiHOro OYHIIEHHSA
NMPU3HAYeHa ISl OYMIEHHSI Ta BUOOPY po3Mipy 0idaioTek. LlinboBi po3mipu ¢gparmenTis
ckaanawtb 800-1000 n.H.

IMPUMITKA 1: Hageoeni Hudicue KpoKku € KpUMUuYHO 8ANCIUBUMU OJIst eheKMUBHO20 8UOOPY PO3MIDY,

BIOHOB/IEHHS NPOOYKNLY, A OMdice, 2eHepayii Kiacmepis i cekgenysants. 3asicou nepesipsiime

npasuibHicms 00'eMy HAKOHEUHUKI8 NINeMOoK i nepeKoHalmecs, Wo Ha emanax eUOaieHHs Ha0ocaoo8oi

PIiOuHU He 6Y110 BUNAOKOB0 ACNIPOBAHO HCOOHOI epanyu. AKuo Hamucmuna Oyia 6unadkoso
acniposana abo epauyna Hamucmunu 6yna nopyuiena, oaiime pamyii 3Hogy cghopmyeamucs i
nosmopimu KpoK. Bastcnuso maxooic nepekonamucs, wo panyiu 0oope ycneH0o8aui Ha 6Cix emanax
nepemiuty8aHus, K ONUCAHO HUICYE.

MMPUMITKAZ2: Posmip yinvosoeo gppacmenma 800-1000 n.n. 6y10 onmumizo8ano 0is npomoKoy
PulseNet (3amicms pozmipy ppaemenma 500 n.H., axuil BUKOPpUCMOBYBABCSA 8 OPULTHAILHIU NPOYEOYPI
[llumina DNA Prep), w00 nonrecuumu UKOPUCMAHHS XIMIYHUX peaceHmig 0isl cekgenysants 500
YUKTIB.

9.5.1. HoBexits RSB 110 kiMmHaTHOI Temnepatypu (i3 3aMOPO>KEHOT0) 1 IepeMilIaiiTe BOPTEKCOM.
IPUMITKA: RSB 3naxooumwscs 6 koHiuHoMy Kormetinepi 06'emom 50 mu. [[ns weuouio2o
PO3MOPOACYBAHHA PEKOMEHOYEMBCS 8i0OUPAMU MA 3AMOPONHCYBAMU MEHWIT 00'€EMU NiCA
nepuLo2o 8IOKpUmMmsI.

9.5.2. SIkmio muaHIIeT JICTaly 3 XOJOAWIbHUKA, IeHTpudyryiite oro npu 280 x g npotsrom 1 Xa.

9.5.3. TloMmicCTiTh TapiJIKy Ha MarHiT Ha 5 XBWJIHMH (200 MOKW HAMUCTHHA HE CHOPMYE IIUIBHY TPAHYITY).

MMPUMITKA: Axwo yepes 5 xeunuw y IYHKAX He YMBOPUNUCS WLTbHI 2DAHYIU, 0OEPEHCHO
pecycnenoytime ix i oatime 4ac 0151 POPMYBAHHI WINbHOL ePAHYIU.

9.5.4. TIlepenecith 45 MK Hag0can0BO1 pianHu (ska tenep mictuth JJHK) y HOBI myHKH.
MNMPUMITKA 1: 3a 6axcannsam, ons kpokis 9.5.5-9.5.26 mooxcua eukopucmosysamu MIDI-

naanwem. Lle modice nokpawumu 2panyi08aHHs HAMUCIMUH | 3MEHWUMU MEeHOEHYII0 00 8I0PUBY

HAMUCTUH 810 MACHIMY Ni0 Y4ac UOAIEHHS KIHYe8020 NPOOYKMY HA OCMAHHbOMY emani
enoI06aHHsl.

MMPUMITKA2: Hxwo nio wac maemenmayii ma IJIP cmanacs émpama 3paska, 6aiciuso
niompumyeamu 8i0nogione cniegionowenus mavcmep-mixcy IPB oo JIHK (1,88x) ona
BIOHOBIEHHA 8I0N0GIOHOT 008dCUHU DibIomexu. Biomipsiime i nepenecims axomoea Oinbuie
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9.5.5.
9.5.6.

9.5.7.
9.5.8.

9.5.9.

OMpUMAano20 cynepHamanmy i oooatime 8i0nosionul 06'em mavicmep-mixcy IPB 3 mabauyi 5
Huowcue. He kopuzyiime nooanvwuit 06'em suxionozo IPB nizniwe 6 npomokoni, ocKinoku ye
He2amueHo énjuHe Ha uxio npooyKkmy. HAxkwo 01 nepenecenHs 0ocmynto menuie 30 mxn
3paska, He npooosxcyime niodip po3mipy, a NO8MoOpPims nNid20MmMoeKy 0ibiiomexu.

00'em THK, 00'em cymimi IPB
BiTHOBJIEHO] IicJIst Master, mo
TarMeHTalii (MKJI)  10Aa€Tbes (MKJ)
40 75.2
35 65.8
30 56.4

Tadanus 5. Ckopurosani 00'emMu Maiicrep-mikey IPB y Bunanky BrpaTu 3paskis.

Kinbka pa3ziB mepemimaiite i nepeBepHiTh Macy IPB, 11100 moBHICTIO pecycrieHIyBaTH HAMUCTHHU.
[Tiaroryiire maiicrep-mike IPB:

PeareHT 06'em Ha
3pasok

IPB 40,8 Mxn
MonekynapHa Boaa 442 Mxn

Tabauns 6: O6'eMu peareHTiB Ha 3pa3ok I Maiictep-Mikcy IPB
HNPUMITKA: Kinvkicms 3paszkie, uwjo 2o0myomuvcs, MO*CHA 66eCMU 6 KOHMPOTIbHUL CNUCOK

DNA Prep, i 06'emu emanonnoi cymiwi 6y0yms a8momMamuiHo po3paxo6awi 3 ypaxy8aHHsM

HaoOIuwKy 2 3pasKie, Wo 8ice 6paxo6ami 6 pO3PaxyHKy.

3HIMITh TUIACTHHY 31 3pa3KOM 3 MarHiTy.

PerenbHo nmepemimaiite maiictep-mikc IPB 1 momaiiTe mo 85 Mk 10 KokHOTO 3pa3ka (abo
BIJIMOBITHUH 00'€M 3 TAOJIMIII 5 BHUIIE, SKIIO 1€ MOYKJIUBO).

[Timetkoro mepemimatu MiHiMyM 10 pa3iB; peKOMEHAY€ETbCS BAKOPUCTOBYBATH OaraToKaHaIbHY
TIMEeTKY.

IPUMITKA.: byobme obepesicui npu 3miuty8ani, ockineku 00'em 6yoe > 100 mx.

9.5.10. InkyOyiiTe mpu KiMHATHIH TeMIepaTypi IpoOTsIroM S5 XBUJIKH.

9.5.11. ITomicTiTh Ha MarHiT Ha 3 XBUIWHU (200 TOKM HAMUCTUHU HE CHOPMYIOTH IIUTHHY TPaHYJTy).
9.5.12. Ilix vac iaky6amii nepeminryiite macy IPB.

9.5.13. Iicns inkyOartii, He BUMMarO4H TUIAHIIIET 3 MAarHITY, MEPEeHeCiTh 125 MK Hal0Caa0BOl PiuHA

(uro mictuth IHK) y HOBI mynku (HaiigoBuni ¢pparmentu JJHK 3anumatorscs mo3amy).
MHMPUMITKA: Axwo 06'emu IPB 6ynu 3mineni uepes smpamy npooykmy, 00'em Hao0ocaoosoi
PIOUHU, WO NEPEeHOCUMbCS 8 HOBI IYHKU, OyOe meHwum. Ilepenecimo sakomoea binvuie
HA00Cca0080i piouHu.

9.5.14. 3HimiTh MIIaHIIET 3 MarHITY 1 gogaiite 15 Mk qoOpe cycnengoBanoro IPB mo HagocamnoBoi

pinuHm (criBBiAHOIIEHHS HEpo3BeaeHnX HemacTuHu A0 JIHK 0,12).

MMPUMITKA: Ilepexonaiimecs, wo éu dooaecme 3 npobipxu Hepossedenuti IPB, a He nonepednso
npueomosany mavicmep-cymiut IPB. Bunaokose suxopucmanns mavicmep-cymiwi IPB pizko
3HU3UMb BUXIO NPOOYKMY.

9.5.15. O6epexHO POBENITH MiNeTyBaHHs oHaiMeHIIe 10 pa3iB, mo06 nepeMimarH.
9.5.16. InkyOyiiTe mpu KiMHATHIH TeMIepaTypi NpoOTsIroM 5 XBUJIKH.
9.5.17. Po3BeniTh noctaTHBO CBixKOro 80% eTaHoiy Ui BCiX 3pa3KiB:
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PeareHT 06'em Ha MNpuknaa: 20
3pasoK 3paskKiB
100% eTaHoN 0,4 mn 8 Mmn
MonekynapHa Boaa 0,1 mn 2 mn

9.5.18.

9.5.19.

9.5.20.

Ta6muus 7: O0'eMu peareHTiB Ha 3pa3ok it 80% eraHOy.

[ToMicTiTh MIaHIIET 31 3pa3KOM Ha MarHiT Ha 3 XBHWJIMHH (200 MMOKM HAMUCTHHU HE YTBOPHUTH
IIiITBHY TpaHyJly, a HaJIocaI0Ba PiuHa HE CTaHE TPO30POI0).

BunaniTs 1 BIIKHHBTE HAAOCAAOBY piauHy (MOTPiOHI 010Mi0TEeKH MPHUB'I3aH1 O HAMUCTHH;
HaWKOpOTIIi 010T10TEKH B HAJI0CAIOBO1 PIAMHI BIIKHIAIOTHCS ).

Buxonaiite HaBeaeHi Hux4e Ail (9.5.20.1. - 9.5.20.3.) aBiui, 3aranom ajisi ABOX MPOMHUBAHb:

9.5.20.1. Tloku miaHIIET 3HAXOAUTHCS HA MarHiTi, qoaante 170 Mk cBixkoro 80% eTaHoy.

MMPUMITKAL: He dooasatime 6e3nocepednbo 00 epanyi HAMUCMUHU, He 3MiuLyime i He
sutimatime 3 MacHimy nio Yac emanie NPOMUGAHHSL.

MNPUMITKA 2: 3a 6asxcanusm, 0151 emarHoxy MONCHA BUKOPUCTIOBYBAMU NOCYOUHY OJI5
PO3UUHY.

9.5.20.2. IukyOyiite 30 cexyH/.
9.5.20.3. BindineTpyBaTi 1 BUKUHYTH HAJIOCAJ0BY PiAUHY.

9.5.21.

9.5.22.

9.5.23.

9.5.24.
9.5.25.

9.5.26.
9.5.27.

[Ticis Apyroro mpoMHUBaHHA 32 JONOMOTOIO MIMETKH HEBEIMKOr0 00'eMy BHIANITH HAJUTHIIIOK
€TaHOJTy, SIKIIO 1€ HEOOX1THO.

JlaliTe HAMUCTMHAM BUCOXHYTH Ha MOBITPi 3-5 XBUIIUH.

MMPUMITKA: He donyckaiime nepecyutysanns abo po3mpickyeants Hamucmun. basxcano, oo
yac cywinua Oye menuum. AKujo cnocmepieacmucs po3mpicKy8aHHs, He2atHo 3HO8Y
cycnenoylime HAMUCTMUHU, SIK ONUCAHO HUNCHE, HE3ANeHCHO 8i0 YACY OCYULYBAHHL.

3HiMITh 3 MarHiTy i noxaite 32 Mk RSB. Pekomennyetbes mBuako goaatu RSB 1o koxHOT
TpaHyJIv 3pa3Ka, MOTIM IMOBEPHYTHCS 1 IEpeMiIaTi OaraToKaHaIbHOIO MIMETKOO MICIs TOTO, SK BC
rpaHysu OyayTh 3MOYEHI.

AKypaTHO 1 peTeIbHO MIEPEMIIIATH MTETKOIO.

IakyOy¥iTe npu KIMHATHIN TeMiiepaTypi 2-5 XBUIIUH.

MHNPUMITKA: J[oswa inkybayis (5-10 xeunur) € Kpawjoro 0Jis1 ONMUMATLHO20 BUX00Y MdA
8i0H08IeH s 0osuiux Oibniomex. Axwo euxio nusvkuil (menuwe 10 ne/mrn), wac inkyoayii RSB
MOHCHA 30IbWUUMU 00 8 XEUNUH.

[TomicTiTh Ha MarHiT Ha 3 xBuIHHH (A00 TTOKM HA0CA0Ba PiMHA HE CTAaHE MPO30POIO0).
[Tepenecite 30 MK HaOCAAOBOI PITMHU B HOB1 JIyHKH (200 B TyHKH Ha HOBOMY IIIAHIIETI) -
1€ KiHIIEBUU TIPOIYKT.

IPUMITKA 1: fxwo ons yvoco kpoky suxopucmogyemuocs II/IP-nianwem 3 6opmuxom,
epamyna modxce 3ickosznymu 3 macuimy. [1Jo6 3anobiemu acnipayii epamyi, MONCHA 3MEHUUMU
00'em 8i0HO8NIeHHS 00 25 MKIL.

IMPUMITKA 2: Ha yvomy emani 015 okpemux 0iO1iomex MONCHA BUKOHAMU KIIbKICHe
sU3HaweHHs (3a donomoeoio nabopy Qubit dsHS abo exsisarenmmnozo nabopy) i 3a b6axcaHuam
3anucamu pesynvbmamu 8 pobouy knuey. /usimvca PNL33 ona ompumants 0emanbHux
incmpyxyiu wooo pobomu 3 Qubit. Ilepesipka konyenmpayii 6ibriomeKuy nNicis OUUUeHHs
PEKOMEHOYEMbCA HOBUM Kopucmyeadam naoopy Illumina DNA Prep ma 3 memoio nouwiyky i
YVCYHeHHs HecnpasHocmell. 10eanvrutl 6uxio oioniomexu cmarnosums 10-20 ne/mxa. ¥Ycniwne
ceKkgenyanHs 0ioniomex 3 8uxo0om Hudxicue 10 He/mn modcnuse, ane 6Ka3ye HA HeegheKMUGHy
nioecomosky oionriomexu. Konyenmpayis 6ioniomexu, wo 3nauno nepesuwyye 20 ne/m,
MAKOAC BKA3VE HA UMOBIPHY NOMUTKY 8 Npoyeci nio2omosku bioriomexu, i tloeo cio
nOBMOpUMU.

MMPUMITKA3: Ha yvomy emani sikicmos oxpemux 6i01iomex maKoic MOICHA Nepesipumu 3d
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00NoOMO02010 (hpacmeHmHO20 aHanizy, 0coO.IUB0 O/ HOBUX Kopucmysauie Habopy Illumina
DNA Prep, 3 memoro nowtyKy ma yCyHeHHs. HeCnpasHocmel abo npu MyibmMuniekcy8anHi
Oibniomex 3 0eKiIbKOX napmii ni020moeKu 0Jisi BUCOKONPOOYKIMUBHO20 NPUNAOY
cexeenysanns. CepeoHnii posmip ¢ppaemenma nosunern cmanosumu 800-1000 n.n., a epagix
PO3N00INY (hpazmenmis noguner mamu winbHui 0oope cghopmosaruil nik. bioriomexu 3
0yoice Manumu abo 8eIUKUMU CepeOHIMU PO3MIpamMu (ppacmenmis, Oyxice WuUpoKumMu nikamu
abo nOOBIIHUMU NIKAMU CLI0 Ni020MY8amu NOGMOPHO.

IMPUMITKA 4: []e be3neuna mouxa 3ynunxu. Ilnanwem modxcua sanevamamu 3a
odonomoeor Microseal B abo exeieanenmnoeo mamepiany i 36epicamu npu -20°C 0o 30 ouis
8i0N08i0HO 00 pekomenoayiu lllumina. binbw mpusane 30epicanHs modciuse, aie NOBMOPHI
YUKTU 3AMOPOACYBAHHA-POIMOPOANCYBAHHSL OiOIIomMeK npu3eedyms 00 6mMpamu Uxooy.

9.6. bibaioTexku myJiB
9.6.1. BueciTh 110 5 MKJI KO’KHO1 010J110TE€KH B HOBY JIYHKY, 32 BUHSATKaMH, 3a3HAYCHUMH HIDKUC B
Tabmui 8, 1 mepemimmaiiTe MiMneTKOIO.

Opranizm IncrpymenTt 00'em 00'enHaHHA
(MKJI)

Campylobacter MiSeq, MiniSeq 2.5

Campylobacter 1Seq 2.0

Listeria 1Seq 2.0

Tabauus 8. Bunsatku moa0 06'eMy 00'ennans 5 Mk aiist 6i6miorek [llumina DNA Prep

MHMPUMITKA: /{15 0ocsaenenus b6invus 30aranco8anoi pobomu nompioHo UKOPUCMo8ysamu
MeHwi obcsieu nynis. Lle donomooice 3anobiemu HAOMIPHOMY HOKPUMMIO Yepe3 MAaull po3mip
2EHOMY Ma MEHWLT UMO2U 00 OXONJIEHHSL.

9.6.2. TlpoBeniTh KUTbKICHY OLIHKY My 3a 1onoMororo Habopy Qubit dsHS abo exBiBamieHTHOTO
Habopy. [HeTpykuii 3 ekcruryaranii Qubit nu. y SOP PNL33.

9.6.3. JlomaTkoBO: BUKOHATH aHaTi3 ()parMeHTIB, 00 BUSHAYHMTH CEpEaHIN po3Mip ¢pparMeHTa B
yJIi.

9.6.4. BBenmiTh KOHIIEHTpAIIO (HI/MKT) IS ITYJTy Y BiMOBIIHY KOMIpKY pOoOOYOTO 30IIUTA.

9.6.5. Po3spaxyiite momnsipHicTs (HM) mydy:
(Moxazuux Qubit mr/mMkn/ (660 r/momns x 1000 1m.1.)) x 10°
IPUMITKA 1: Knuea asmomamuuno obuuciums i 6i0oopazumso ye 3HAYeHHs1.
MMPUMITKA2: @opmyna 6 pobouitl KHu3i 6a3yemMbCsl HA NPURYULEHHI, WO CepeOHiti PO3MID
¢ppaemenma cmanosumo 1000 b6azosux nap (6udineHo cuHim KOIbOPOM GulLe), WO €
onmumanvuum 0 cexgenysants 500 yuknis (i 8iopiznaemovcsa 6i0 opueinanvroi COII lllumina).
Axwo nicis niocomosku 6ioaiomexu 1a60pamopii ompumyoms gpacmenmu, po3mip aKux
3HauHo 8iopizHaemuvcs 6i0 1000 6.n., oHU MOIHCYMb BIONOBIOHO cKOpuU2y8amu yo Gopmyny,
OCKLIbKU Ye 3p00ums 8U3HAYEeHHs KOHYeHmpayii 0ioiomexu i po3eedeHHs 00 KOHYeHmpayii
3a6aHMAadceHts OLNbUL MOYHUM.
Hanpuxnao, sxwo ananiz ¢ppacmenmis suseus cepednro 00sxcury dioniomexu oauzvxo 800 6.n.,
popmyna 6yoe nacmynnorio: (snauenns Qubit ng/ul/ (660 2/monw x 800 n')) x 10%i, sionosiono,
KOMIPKY 0/151 PO3PAXYHKY MOJISPHOCHI NOMPIOHO 3MIHUMU HA
"=(PoolConcentration/(660*800))*10™6". 3a neobxioHocmi 36epHimbCsl 3a 00NOMO20H0 00
PulseNetNGSLab@cdc.gov.

9.6.6. Po3spaxyiite 00'em (MKIT) myity, HeoOXimHui st orpuManHs 50 Mxi1 4 HM myny:
(200/MomnstpHicTb Iyy) = 00'eM IyJTy AJIsl pO3BEACHHS
MNPUMITKA: Knuea asmomamuuno obuuciums i 8i006pazums ye 3Ha4eHHs.
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9.6.7. PospaxyiiTe HEOOXimHUI 00'eM (MKIT) po3pimKyBada RSB:
50 - o6'eM mysry = HeoOXinHuit 00'em RSB
HNPUMITKA: Knuea agmomamuuno ooyuciums i 6i000pazums ye 3Ha4eHHs.

9.6.8. Y HOBIi# JyHIIl pO3BENITH Iy 10 4 HM, 101aBIIM po3paxoBaHuil 00'eM 010J10TEYHOTO MYy 10
po3paxoBanoro o0'emy RSB.
IPUMITKA 1: O6'eonani 6ibniomexu menep 2comosi 00 cekeenysanHs, abo niaruiem
MmooicHa sanevamamu Microseal B abo exgiganenmuum mamepianom i 36epicamu npu -20°C
He Oinvue 48 200. Axuo eu npodosxcyeme cexsenysants, nepetidimos 00 6ionosionoi COIl
cekseHy8anHs npuady ons ompumanus incmpykyiu (PNL38, PNL39, PNL40) ons
Odenamypayii ma/abo poseedeHnus nyuy 00 HanrexcHoi konyenmpayii 3aeanmasnxcenus. COII ons
cexsenysanns NextSeq ece we pospobrsemovcs, ane 6 0ooamky PNL35-3 onucani kpoxu,
He0OXiOHI OJ151 BUKOPUCTNAHHS BKIAOKU WabioHy imnopmy 3paska 6 PNL35. W1 ons
cmeopenns nepeniky spaskie onsa NextSeq.
MMPUMITKA2: [1]o6 sxatouumu Norovirus abo Cyclospora 6 yuxn cexeenysanns PulseNet,
38eprimscs 00 JJooamxie PNL35-1 i PNL35-2, 8i0nogiono, 011 ompumanHs iHCmpyKyiii npo me,
sax 0ooamu dioriomexu Norovirus i Cyclospora 0o nyny 6akmepianbrux 6ioiomex pozmipom 4
HM.
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10. BJIOK CXEMMU:
10.1. Pob6oui npouecu PulseNet WGS:

MNiaroroBkKa 6i6nioTeku:
e Nextera XT (PNL34)
Excrpakuyia AHK Ta e lllumina DNA Prep (PNL 35)
KOHTPO/J1b AKOCTI: ° QiaSeq FX (PNL36)
* Qiagen DNeasy * KAPA Hyperplus (PNL37)
Blood & Tissue Kit
(PNL33) e NEBNext Ultra Il FS (PNL42)
¢ lllumina DNA PCR-Free (PNL43)
¢ PulseNet Rapid Prep (PNL44)

CeKBeHyBaees:
® MiSeq (PNL38)

* MiniSeq (PNL39)
* iSeq (PNL40)

10.2. Po6ounii npouec miarorosku 6i6/aiorexu Illumina DNA Prep:

Plan the run Tagment . Dual bead
Amplify and
and prepare and clean add indexes cleanup of
workbook up DNA PCR product

(Po3ain9.1) (Po3ainn 9.2 1a9.3) (Po3ain 9.4) (PLs,qin 9.5) (Po3ain 9.6)

AHanis
CeKBEHyBaHHA:

e Quality Check
(PNQO7)

eAssembly, allele
calling, genotyping
and cluster analysis

Pool & I?enature,
iy dilute, load
q & run

(PNL38, PNL39 a6o PNL40)

10.3. JleranbHa Bi3yaJi3zauis po6ouyoro npouecy miaroroBku 6io/iorexu Illumina DNA Prep

lllumina DNA Prep Step by Step Visualization, Pre-Amplification

0u 20ul 20Ul
DONA= H20 ~BLT/TBI 10 ul TSB

THERMAL
w CYCLER

4
55 15 min
#7100 ul
TWE

‘.""'(wlv “n
JU=-o- a0~

PCR (- 40 min)
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lllumina DNA Prep Step by Step Visualization, Post-Amplification

LJu

l

!u-»Du-» o~ U-U-9-m-~Ch- U=
- w - b=~ - Do - B
J-

11. HOB'A3AHI JOKYMEHTMU:

Homep AokymeHTa HasBa

PNL33 COonN wopao ekcrpakuii AHK Ta KOHTpoAtO AKOCTI

PNL38 CekBeHyBaHHA Ha MiSeq SOP

PNL39 CekBeHyBaHHA Ha MiniSeq SOP

PNL40 CekBeHyBaHHA Ha iSeq SOP

PNQO7 Illumina Sequence Data QC SOP

PNL35.W1 Po6oua kHura Illumina gnsa nigroroskun AHK, 96 iHgekcis
CD/UD, okpemi apkywi 3pa3kis gna MiSeq LRM, MiniSeq
LRM Ta iSeq LRM, a Tako wabaoH imnopty 3paskis gna
NextSeq LRM.

PNL35.W3 Po6ounii 30wmt KoHTponbHoro cnucky Illumina DNA Prep

PNL35.W4 Po6ounit apKyw wabnoHy BigcTexkeHHs iHaeKcy AHK-
npenaparty Illumina

PNL35.JA1 KopoTkuit noci6Huk Illumina DNA Prep MNoci6Huk 3
ekcnayarauii

VGB.NV.METHOD.002 | IIporokosa RT-PCR pias ammidikanii mnoBHopo3MipHuX
renomiB GII HopoBipyciB

AMD.DR.C.001 JepxaBruii COII reHoTHIIYBaHHS CHAaJaxy HUKJIOCIIOPH

12. BUKOPUCTAHA JIITEPATYPA:
12.1. Illumina, Inc. Index Adapters Pooling Guide. (Doc.# 1000000041074 v13). February 2024.

https://support-

docs.illumina.com/SHARE/IndexAdaptersPooling/Content/SHARE/FrontPages/Index AdapterPooling.ht
m

12.2. Mllumina, Inc. Illumina DNA Prep Checklist (Doc.# 1000000033561 v05). June 2020._
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-
support/documents/documentation/chemistry documentation/illumina prep/illumina-prep-checklist-
1000000033561-05.pdf

12.3. Illumina, Inc. Illumina DNA Prep Reference Guide (Doc.# 1000000025416 v09). June 2020.
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-
support/documents/documentation/chemistry documentation/illumina prep/illumina-dna-prep-
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https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/illumina_prep/illumina-prep-checklist-1000000033561-05.pdf
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/illumina_prep/illumina-prep-checklist-1000000033561-05.pdf
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/illumina_prep/illumina-dna-prep-reference-guide-1000000025416-09.pdf
https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/illumina_prep/illumina-dna-prep-reference-guide-1000000025416-09.pdf

CTAHJIAPTHA ONEPAIIIMHA ITPOLIEAYPA PULSENET JIJISI NIZATOTOBKH BIBJIIOTEKHY JHK 3
BUKOPUCTAHHSIM HABOPY JUISI TIATOTOBKU JHK ILLUMINA® DNA PREP KIT

Jox. Homep PNL35. Bep. No. 05 JlaTa HaO0yTTs1 YMHHOCTI: Cropinkal7 Bin
23

reference-guide-1000000025416-09.pdf

12.4. Graphic 1 (basic design): Ko, Julie. PCR Tube. The Noun Project.
https://thenounproject.com/search/?q=pcr&i=1702287

12.5. Illumina, Inc. Customer Notification. November 10, 2021.
https://support.illumina.com/bulletins/2019/09/impact-of-ammonium-based-cleaning-products-on-
sequencing-run-per.html

13. KOHTAKTMU:
13.1. O6nikosuii 3anuc PulseNet NGS Lab s ycynenns necripaBaocteit: PulseNetNGSLab@cdc.gov

14. IOITPABKMU:

14.1. 28.01.19: HoBwuii 1OKyMeHT

14.2. 04/09/20: [lonano npuMIiTKHA Ha OCHOBI BiATYKiB Ta AocBiay JII'3, nogano Tabmuiro 7, nogaHo pododi
nporiecu Ta iHdopmartito nmpo iSeq/MiniSeq. 3pobuinu Kibka J0AATKIB OKPEMUMHU pOOOUNMHI KHUTAMH
Ta 10/1aJTi KOPOTKUH TTOCIOHHUK.

14.3. 03/30/2021: Onosnerno COII 3 ypaxysanusM HoBoi Ha3su Habopy Nextera DNA Flex: Illumina® DNA
Prep. OnoBneno karanoxxai Homepu Ta goaano IDT mis inaekcis [llumina UD. OnoBneHu#t po3ain
nocuianb. Jlonano gogarox PNL35-1 3 iHCTpYKIisIMU 11040 BUKOHAHHS KOMOIHOBAaHUX ITHKIIIB 3
opranizmamu PulseNet i BipyCHUMH aMILUTIKOHAMH, a TAKOXK JTOJAHO CXeMY poO0YOTro MpoIecy s i€l
MPOLIETYPH.

14.4.02/01/2023: OHOBJICHI KaTaJIOXHI HOMEPH Ta JIOJaH1 MPUMITKH It HAOOPIB JJIS MiATOTOBKHU Ta
iHAeKcarrii 6i0miorek, siki OyayTh 3acTapimumu 11s [llumina. Jlogano MOBY, 110 MOSICHIOE BCI CYTTEBI
BigxuieHHs Bix COII Illumina, a Takox MOBY, 1110 TTOJIeTIITye poOOTY 3 BiaxwmieHHs MU Bif 11iei COII,
HAMPHKIIA], BAKOPUCTaHHS OUTbIIOl eMHOCTI /i 3aBanTaxkeHHs JJHK, Hi>k MiHIManbHA, peKOMEHI0OBaHA
PulseNet. Jlogano iHcTpyKIii 3 00'eqnanus 0i6miorek mis iSeq. Jlomano PNL35-2 3 iHcTpyKItissMu J1st
BUKOHAHHsI KOMOIHOBaHUX IUKIIB 3 opranismamu PulseNet ta ammiikonamu Cyclospora, a Takox
JI0JTaHO CXeMy po0O0Yoro mporiecy s i€l mpouexypu. OHOBIIEHI poO0Yi KHUTH I BiIOOPaKeHHS
3MiH B iHIeKcHUX Habopax (PNL35. W1, PNL35.W4), noganwmii muct 3pa3kiB MiniSeq LRM 1o
PNL35.W1, nonanuii kouTpoabHuii ciucok MiniSeq 1o PNL35-W3 1 qonanuii muct 3pa3kiB LRM3 o
PNL35.W2. OunoBneno PNL35.JA1, u1o6 BkitounTy Bukopuctanus [PB.

14.5. 06/27/2024: OHOBIICHO KaTaJIO’KHI HOMEPH Ta JOJAHO MPUMITKHU JUIs iHACKCHUX HAOOPIB, K1 OyIyTh
3HATI 3 BUPOOHUITBA. Buimydyeno MikponpoOipky A 3 mpoueaypH, OCKUTbKH MikpompoOipka B kparie
3amo0irae BTpari 3pa3ka uepe3 BUMApOBYBaHHSI ITi1 Yac eTariB TepMonuKItoBanHs. Jlo Tabmmmi 1
nonano Cronobacter ta Yersinia 3 iX MIHIMAJILHUMH BUMOTaMH 0 OXOILIEHHA. Brugamniu Bei
nocuinadHs Ha SPB. Jlogana HanosnerimBa pekoMenaais BukopuctoByBatu UD-inaekcu 3amicte CD-
1HAEKCIB y 1il mporeaypi. BigkopuroBano Tabiuiro 5 (KOMIIEHcAllis 32 BTpaTy 3paskKa I 9ac BUOOpy
pO3Mipy) TaKUM YMHOM, 100 BTpaTa 3paszka Oysia mpuiHATHOO juire 10 20 MKJI. Ko OyJsio BTpadueHo
OinbIIe 3paska, To 0i6aioTeKy noTpiOHO nepe3anoBHUTH. Jlogano aHai3 pparMeHTiB K 10JaTKOBUA
KpOK KOHTpOTO siIkocTi. Po6oui kauru PNL35.W1 1 PNL35.W4 onosieni HoBumu inaekcamu [llumina
DNA-RNA UD v3 i norounoto Bepcieto mporpamu Generate FASTQ Modules. 3 PNL35.W1 Bunaneno
tabmui 3paskiB st [EM 1 LRM Bepciit panime 3, a ma6ioH iMmopTy 3pazkiB NextSeq mogaHo y
BUTJISIII BKJIAJIKK Pa30M 3 IHCTPYKIIISIMU TI0 HOTO BUKOpUCTaHHIO B joAatky PNL35-3. Bkmagky
Metpuku B PNL35.W1 6yno oHOBIIEHO, 100 BUAAIUTHA PO3PAXYHOK MOKPUTTS 3 BUKOPUCTAHHIM BEPCiit
LRM?2 a6o 6inbir panHix. Takoxk g0gaHO MiACBIYyBaHHS 3pa3KiB 3 HEBJAIMM MOKPUTTSAM Ha BKIIAIII
Mertpuku. Po6ouy kaury PNL35.W2 Bunyueno. Buganeno Bci nocunanus Ha BioNumerics.


https://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/illumina_prep/illumina-dna-prep-reference-guide-1000000025416-09.pdf
https://thenounproject.com/search/?q=pcr&i=1702287
https://support.illumina.com/bulletins/2019/09/impact-of-ammonium-based-cleaning-products-on-sequencing-run-per.html
https://support.illumina.com/bulletins/2019/09/impact-of-ammonium-based-cleaning-products-on-sequencing-run-per.html
mailto:PulseNetNGSLab@cdc.gov

CTAHJAPTHA OIIEPAIIIMHA ITPOLEAYPA PULSENET JJIS1 IIZITOTOBKU BIBJIIOTEKH JTHK 3
BUKOPUCTAHHSIM HABOPY JUISI MIATOTOBKHU JJHK ILLUMINA® DNA PREP KIT

Jox. Homep PNL35. Bep. No. 05 JlaTa HaO0yTTs1 YMHHOCTI: Cropinkal8 Bin
23
15. HI AU CH:
3aTBepAKEHO Mara:
[Tepconan 35/Ks
3aTBEpIKEHO N/A Jlara: Biacyrhi

KepiBHUK rpynu pearyBaHHs Ta yrnpaBiiHHs criiagaxamu PulseNet

3aTBepAKEHO Jara:
Texniuauit kepiBauk PulseNet WGS

3aTBEPIKEHO MHara:
KepiBHuK rpynu enigHarisay 3a cnagaxamu PulseNet
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16. JOAATKMU:
Honarox PNL35-1. Iloennanns opranizmiB PulseNet Ta aMniikoHiB HOPOBipYCiB B 0THOMY IMKJIi

CeKBeHYBaHHS
MHNPUMITKA: Hemae neobxionocmi smenutyeamu nasaumaxceuns JJTHK 6axmepianvnoi /[HK. Bioriomexu
BIPYCHUX AMNIIKOHIB MOJNCHA 8600UmMuU 6 Yukau cexeenyeants PulseNet, axi esaxcaromuvcs "noenumu

yuxnamu" ons 0o6parnoco Habopy 0sl CeK8EeHYBAHHSL.

1. [Tigroryiite amrutikonn (Makcumym 48 3paskiB), sik onucano B VGB.NV.METHOD.002 ITporokon ITJIP
s amIuTigikanii ToBHOpo3MipHUX reHomiB Hoposipycis GI ta GII.

2. ITligroryiite 6i0II0TEKH CEKBEHYBaHHS 31 3pa3KiB aMILIIKOHIB, sik onrcaHo B PNL35.

3. O0'ennaiiTe piBHiI 00'eMu 6i10mioTek 1 po3BeniTs 10 4 HM. [{nsg po3BeneHus myny 10 4 HM notpumyirech
pO3paxyHKiB, HABEJICHUX y TaOIHII 9.
IMPUMITKA: Pospaxynku asmomamuzogari 6 pobouiu knuzi PNL35.W1.

Mpuknapg
PO3paxXyHKY dopmyna
KoHueHTpauia nyay (3HaueHHA Qubit, Hr/mKn): 10.6
MonsapHictb (HM) = (KoHu/(660 r/monb x 400 n.H.) x =(PoolConcentration/(660*400))*10”6

1076: 40.15

06'em nyny ana possepeHHA (Mka) = (HM)(x)=(4 =4*50/MonspHicTb
HM)(50 mkn): 4.98

06'em RSB ans po3segeHHA (MKa) = 50 - 06'em nyay: 45.02 =50-06'em bacenHy

Tabauuns 9. Po3paxyHku Juis po3BelieHH ITyJly HOpOBipyciB 10 4 HM

4. BueciTh 2 MKJI IyiTy 610mi0Teku aMIutikoHiB 4 HM B myn OakrepiaibHOi 0101ioTexn 4 HM.
IIPUMITKA: Bipychuii aMnIikoH He 8NauUae Cymmeso Ha MOJAPHICMb Nyay bakmepianvHoi 0ibiiomexu.
5. IlepeiiniTe 10 cekBeHyBaHHA HAa MiSeq, JOTpUMYIOUUCH iHCTpYKLiH y PNL38.
5.1. JIns 3paskiB Norovirus mepes KiarodaMy cTaHy ToTpioHO mogaT npedike "noro ", mob jerko
BiZpi3HUTH 3pa3ku Norovirus Bix 3pa3kiB PulseNet.
5.2. Jlns BuOOpPyY 1HAEKCY MepEeKOHAUTECS, 10 BC1 apH 1HACKCIB (0akTepii Ta HOPOBIPYCH) €
YHIKQJIBHUMHU JUIS JJAHOTO LIMKITY 1 He BUKOPUCTOBYBAJIUCS B MOMEPEIHIX IUKIAX Ha [IbOMY IPHIIAI.

Po0ounii npouec 1151 KOMOIHOBAaHMX IMKJIIB cekBeHyBaHHA PulseNet/Hoposipycis

llumina 06'eaHaiTe ogHakosi 06'emun \
niArotToBKa 40 NOBHOMO 6i6nioTek (Kpim Campy) Ta
uwnkny NP posbaste 40 4 HM BHecCiTb 2 MKA nyny Po3Bsegitb
HOPOBIpYCiB y Ny 06'eaHaHuii nyn
6akTepianbHOI 6ibnioTek oo 12
e e 06'eaHaiite pisHi 06'emm 6ibnioTekn nM i ceksenyiTe
Mpenapar Ao 48 6i6nioTek i pozbasTe A0

amnnikoHiB Norovirus 4 uM
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JMoxatoxk PNL35-2. Iloennanns ammiikoHiB PulseNet-opranizMiB Ta HUK/I0CIIOPH B OTHOMY LUK

CeKBEHYBAHHSA
IMPUMITKA: Hemae neobxionocmi smenutyeamu nasanmasicenus bakmepianvroi [JHK. Bioniomexu
amnuixonie Cyclospora mooicna ésooumu 6 yuxnu cexeenysants PulseNet, axi esadxcaromovca "nosnumu

yuraamu" 01 00pano2o Habopy 015 CeKBEeHYBAHHSL.
1. Buginite JIHK muxmnocniopu, miaroTyiTe aMIutikoHU (MakCUMyM 24 3pa3ku) Ta 6107110TeKr CeKBEHYBaHHS

JTHK, sx ommrcano B AMD.DR.C.001 State Cyclospora Outreach Genotyping SOP.
2. O6'ennaiite piBHI 00'eMu 610:110TEK, BUMIPSIITE KOHIIEHTPALIIIO Ta PO3MO/ILT 32 PO3MIPOM 1 pO3BEITh
10 4 uM. Jlns po3BeneHHs myny 10 4 HM AO0TpUMyHTECh pO3paxyHKiB, HaBeaeHUX y Tabmuii 10.
MMPUMITKAL: Pospaxynku asmomamu3zosati 6 pooouiti knuzi PNL35. W1
IPUMITKA2: Po3znodin pozmipie ppacmenmie nyny sazeuuaii sapiroemucs 6 mexcax 300-350 6.n.
Pexomenoyemucs eusnauamu poamip ppacmenma 0Jisi KOHCHO20 YUKILY.

Mpuknap,
po3paxyHKy | Popmyna

KoHueHTpauisa nyny (3HayeHHa Qubit, Hr/mkn): 6.72
MonsapHictb (HM) = (KoHU/(660 r/monb X cepeaHiit po3mip

=(PoolConcentration/(660*400))*1076

6ibnioTekun B n.H.) x 1076: 25.45

06'em nyny ana possegeHHA (Mka) = (HM)(x)=(4 HM)(50 =4*50/MonspHicTb
MKA): 7.86

06'em RSB ana possegeHHs (MKn) = 50 - 06'em nyny: 42.14 =50-06'em bacenHy

Tabauns 10. Pozpaxynku aist po3sesnenns mmyity Cyclospora 1o 4 HM

3. Buecits 20 Mk 4 HM nyny 6i6mioteku Cyclospora B 4 HM myn GakTepianbHOT 010110TEKH.
4. TlepeliniTh 10 cCeKBeHyBaHHS Ha MiSeq, 10TpuUMyOUHCh IHCTPYKIiit y PNL38.
4.1. dns imenyBanHs 3paskiB Cyclospora Ha Bmazmi "Iliaroroska 6i6mioreku" podouoi KHUTH
JTOTPUMYHTECh CTaHaapTH30BaHorO (hopmaty, Bukiaaenoro B COII AMD.DR.C.001, kpok 4.9.1.
4.2. Jlns BUOOpY 1HAEKCY MEepeKoHaiTecs, Mo Bci mapu inaekciB (6akTepii Ta Cyclospora) € yHIKaTbHUMEI
IUTSL TAHOTO LUKJTY 1 He BUKOPUCTOBYBAIIMCS B MOTEPEIHIX MUKIIAX HA IbOMY MPHIIAJI.

PoGounii npouec st kKoMOiHOBaHMX HUKJIIB cekBeHyBaHHs PulseNet/Cyclospora

Illumina 06'eHaliTe piBHi 06'emun \ PN: AHanizyiite,
MNigrotoska AHK ao 6ibnioTtek (Kpim Campy) . . AOTPUMYLO4UCL
BHecitb 20 mkn PosBegitb
nosHoro uukay MNP Ta po3basTe 00 4 HM Cyclosporapool oﬁ‘eAHgHMﬁ poboyoro npouecy PN

B NyN nyn 6ibniotek /

3paskis Cyclospora posb6asTe A0 4 HM aHani3 B CDC

. . o . 6aKTepiasnbHOI b0 12 nM i
llumina Ob'eanaire pishi 6i6nioTexn ceKBenviiTe Unknocniopa:
. , . . KBEHVMT :
[HK niarotoska oo 24 06'emu 6ibnioTek i P
7 HaAiWAiTh Ha
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HomaToxk PNL35-3: HanamryBanHs madaony imnopry 3pa3ka NextSeq /51 cTBOpeHHs JucTa 3pa3KiB NextSeq

1. Tlepexonaiitecs, mo naHi y croBmunkax Sample ID*, Well Position* Ta Project (sxmio 3acTocoBHO)
BinmdopmMaroBaHi npaBuibHO Ha Bkiaii NextSeq Import Sample Template y daiini PNL35.W1. [ani 3
BKiIaaku [ligroroska 610JIIOTEKM NOBMHHI aBTOMAaTUYHO 3aIIOBHUTH 111 CTOBIII:

a. InenTudikarop 3paska* noBuHeH MaTu HacTynHUM dopmar: Samplel-LablID-cexeenamop ID-
YYMMDD
Well Position* mae MicTuTH po3TanryBaHHs 1HIEKCHOI JyHKHU Ha IutaHmieri (Hamp., A-A01).

c. Mani mpoexty 6epyThcs 31 croBmuuka Project ID na Bknaaui Library Prep (Ilinroroska 6i6miorekn) i €
HEOOOB'A3KOBUMH. SIKIIIO H0r0 He 3aroBHUTH, IPOEKT Yy BaseSpace 3a 3aMOBUYBaHHSIM MaTUMe
i1eHTU(IKaTOP BUKOHAHHS.

2. 306epexiTh 1m0 Bkianaky (NextSeq Import Sample Template) sik daiin .csv st immopty B BaseSpace.

3. Veiiaite 10 BaseSpace 1 BuOepits "HoBuii nuka" ta "IlnanyBaHHs HHKIY'" 3 BUIIaJal090T0 MEHIO, SIK
MOKa3aHO Ha puC. 2:

illumina SEQUENCE HUB PulseNetNGSL_ 2 3
a HOME  MUNS  BIOSAMPLES  PROUECTS  ANALYSES  ARPS  DEMO DATA 4 e
Important: Due to recent security updates, you may have issuss logging in or uploading data to BaseSpace, ICA, and Prozctive if you have not updated your
instrument. LEARN MORE LEARN MORE
Transfer of projects containing NextSeq 2000 or BGL Convert data is currently disabled. Data can be shared as an altermative wntil the feature is restored.
Runs
ACTIVE PLANNED NEW RUN MNew Run
These runs require your attention
Run Failed VLA03-23-003 MICROARHAY AMALYSIS SETUP
un Faile -23-
2024-01-02 22:18 VLOCA03 (NextSeql0O0) 7983 88.83 e
o %o PRER TAS
. IMPORT SAMPLE SHEET
Run Failed VL403-23-002 7578 (8851 G
2023-11-21101:07 VLOC403 (NextSeql000) - - - _—
o x =AF %030

Pucynox 2: Bu6ip HoBoro nuxiry> IlnanyBaHHS IHKJTY JUIsl IMITOPTY 1a0JIOHY 3pa3Ka

4. Tlicns BBeeHHS iMeHi UKy, IUIaTGOpMH NPUJIAAY Ta MICISl POBECHHS BTOPUHHOTO aHATI3y
(moxanbHmit a00 BaseSpace), sik moka3zano Ha puc. 3, HaTUCHITH "lami".

Create a Run

Run Settings

Run Name* VL403-24-005

Run Name can contain 255 alphanumeric characters, dashes, underscores, periods, and spaces; and must start

with an alphanumeric, a dash or an underscore.

Run Description |

Run Description can contain 255 characters except square brackets, asterisks, and commas.

Instrument Platform* NextSeq 1000/2000 |
Secondary Analysis* 2 © BaseSpace Storage and compute iCredit charges may apply.
) Local

Library Tube ID

255 characters max
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PucyHnok 3: [To3HaueHHs TapaMeTpiB MUKITY (3ayCKy)

5. Kondiryparis (puc. 4):

a. Hamamryiite nporpamy miist DRAGEN BCL Convert. IlepexkonaiiTecs, o Bepcisi nporpaMmu
BiJiMOBia€ Tiii, 110 BCTAHOBJIEHA HA BALLIOMY NMPUJIATI.

b. Ilo3naure BUKOpHCTaHHI HAOIp TSI MATOTOBKU 010J110TEKH Ta HaOIp ajanTepiB s 1HIEKCIB.
HNPUMITKA: He subupaiime okpemi naéopu indekcie (nanpuxiao, lllumina DNA-RNA UD
Indexes Set A Tagmentation), ockinveku ysa poooua knuza 2enepye 3anuc "Ilozuuyia aynxku', akui
exntouac ioenmugpikamop inoexcnoi nozuuii 1ynku (A-A01). Ile nosnauenns cymicue 3
KOMOIHO6aHUM HAOOpom adanmepie 01 iHOeKcis, 3a3nauenum y BaseSpace ax ""Habip indekcie

Hllumina (a60 IDT-ILMN) DNA-RNA Indexes Set A B C D Tagmentation only" (minvku ona mecie
A B C D). Axwo su subepeme okpemi Habopu iHOeKcig 015 Habopy adanmepie iHOeKcig (mobmo Habip

A), ye 3minums popmam wabIoHy IMROPMY 3PA3KIE | npu3zeede 00 NOMUIKU, WO BKA3YE HA HEGIPHE

NOJIOHCEHHA JIYHKU.

c. [Ilicnsa 3aBepmienHst HaTUCHITH "lami".

Create a Run

BaseSpace V0L403-24-005

Configuration

Application* ?

Description

Library Prep Kit+ 7

Index Adapter Kit* ?

lllumina DRAGEN BCL Convert - 4.2.7

140 characters max
lllumina DNA Prep
A fast, integrated workflow for a wide range of applications, from human whole-genome sequencing to

amplicons, plasmids, and microbial species.

lllumina DNA-RNA UD Indexes Set A B C D Tagmentation

Pucynox 4: Kondiryparist mporpamu 3arycky ta Habopis

6. IlepexonaiiTecs, mo iHGopMaIllis 175 iHIEKCHUX 3YMTYBaHb, IOBKHH 3YMTYBAHb 1 IIUKJIIB
nepeBU3HAYEHHS TPaBWIbHA, 1 BUOEpiTh "Import Samples" 1 "CSV", mo6 imnopryBatu daiin
NextSeq Import Samples Template .csv, ctBopennii Ha Bkaaami NextSeq Import Samples Template y

(aitti PNL35.W1 (Puc. 5).

[} Download template

(J SampleID”

1 O

( Import Samples )

CSV

17 index”
SAMPLE SHEET

SEIECT v




CTAHJIAPTHA ONEPAIIIMHA ITPOLIEAYPA PULSENET JIJISI NIZATOTOBKH BIBJIIOTEKHY JHK 3
BUKOPUCTAHHSIM HABOPY JUISI TIATOTOBKU JHK ILLUMINA® DNA PREP KIT

Jox. Homep PNL35. Bep. No. 05 JlaTa HaO0yTTs1 YMHHOCTI: Cropinka23 Bin
23

Pucynoxk 5: Immopt ¢aiiny .csv NextSeq Import Samples Template

7. HeoOxigHi 1mossi TOBUHHI OyTH 3allOBHEHI, SIK TOKa3aHO HIDKYE Ha puc. 6.

i Download template Import Samples E Add 1 Rows @
0 Sample D" i Well Position” H i - Index 1" 15 index” Index 2" Project i

I 1 O | 2013L-5214 A-CO1 v | UDP0003 v | CGTCTCATAT UDPQ003 ~ | TATAGTAGCT 1
I 2 O] 2013L-5351 A-EO01 v | UDP00OS v | GACGAGATTA UDPQ005 v | ACATTATCCT

I 3 0| 2013L-5356 A-FOB v | UDP0046 v | AGATCCATTA UDP0046 ~ | ATCTCTACCA

4 0 72013L*5357 77A*E07 TZDPOOS3 jiGGAATTGTAA 77UDPOOS3 jiAGCACATCCT 1 1

Pucynox 6: IlinTBeppkeHHS IMITOPTY 3pa3KiB/iHIEKCIB

8. V poznini HanamryBanus anagidy 3anmumre AdapterReadl i 2 ta BarcodeMismatchesIndex1 i 2
MOPOXKHIMH 3a 3aMoBuUyBaHHsAM (Puc. 7) 1 HarucHiTs "dami".

Analysis Setting

AdapterRead1 ?

AdapterRead2 ?

BarcodeMismatchesindex1 ‘ Select > ‘

?

BarcodeMismatchesindex2 ‘ Select ~ ‘

?

PucyHnok 7: HanamryBanHs aHamizy

9. TlepernsHbpTe CTBOpPEHY 1HGOPMAIIIIO PO MK, K TTOKA3aHO Ha PHC. §, 1 BUOEPITh 30eperTu iK YepHeTKY
a6o 30eperTu sik 3amuiaHoBaHuii. [{e npussene no crBopenns SampleSheet B BaseSpace. Tenep Bu moxete
yBiiiTH B BaseSpace Ha npunazi, BUOpaT HaJAIITOBAHUH UK 1 3aBaHTaXKYBAaTH MPUJIA 111 TPOBEICHHS
CEKBEHYBaHHS.

Create a Run

Run Review

Run Name test Edit

Instrument Platform NextSeq 1000/2000

Read Lengths Read 1 Index 1 Index 2 Read 2
151 10 10 151

Secondary Analysis BaseSpace

Configuration: lllumina DRAGEN BCL Convert - 4.2.7 Edit

Library Prep Kit Illumina DNA Prep

Index Adapter Kit Iilumina DNA-RNA UD Indexes Set A B C D Tagmentation
Override Cycles Y151;110;10;Y151

Samples. 66 samples

Pucynok 8: [ndopmanis npo neperssiz nporony



	3. ВИЗНАЧЕННЯ:
	3.1. BaseSpace: Хмарне обчислювальне середовище Illumina для аналізу, управління та зберігання даних секвенування наступного покоління, включаючи обмін даними.
	4. ОБОВ'ЯЗКИ:
	4.2. Команда PulseNet Central:
	5. БЕЗПЕКА:
	6. РЕАКТИВИ:
	IPB (зберігання у вертикальному положенні)
	7. ПОСТАЧАННЯ:
	7.1.  96-лункові ПЛР-планшети, з бортиками, з твердим покриттям, низькопрофільні, тонкостінні (BioRad Cat# HSP-9601 або еквівалент)
	7.2. Планшети з глибокими лунками для зберігання "MIDI", 96 лунок (Fisher Scientific Cat# AB-0859 або еквівалент) – додатково.
	7.3. Лід.
	7.4. Мікроцентрифужні пробірки, 1,5 мл, стерильні (Fisher Scientific Cat# 05-408-129 або еквівалент).
	7.5. Адгезивна пломба Microseal B (BioRad Cat# MSB-1001 або еквівалент).
	7.6. Пломба з клейкої фольги Microseal F (BioRad Cat# MSF-1001 або еквівалент) – додатково.
	7.7. Наконечники для піпеток, стерильні, фільтровані: об'ємом 20 мкл, 200 мкл та 1000 мкл (Rainin Cat# 30389225, 30389239 та 30389212 або еквівалент).
	7.8. Qubit™ пробірки для аналізу (Fisher Scientific Cat# Q32856 або еквівалент (прозорі, тонкостінні пробірки для ПЛР об'ємом 0,5 мл)).
	7.9. Ємності для розчину, стерильні (Fisher Scientific Cat# 13-681-504 або еквівалент).
	8. ОБЛАДНАННЯ:
	9. ПРОЦЕДУРА: Контрольний список Illumina DNA Prep (PNL35.W3 ) можна використовувати під час підготовки бібліотеки в лабораторії для запису виконаних етапів. Цей контрольний список також дозволяє розрахувати об'єми майстер-міксів. Короткий посібник (P...
	9.2. Розведення та мічення вхідної ДНК: ДНК фрагментують і мітять адаптерними послідовностями та зв'язують з BLT під час цих етапів. Важливо, щоб намистини були добре суспендовані на всіх етапах процедури.
	ПРИМІТКА: Переконайтеся, що ДНК, яка йде на підготовку бібліотеки, пройшла оцінку якості. Значення 260/280 має бути в межах від 1,75 до 2,05. Дивіться PNL33 для отримання додаткової інформації.
	9.3. Очищення тагментованої ДНК: ДНК (тепер помічена адаптерами і зв'язана з BLT) буде відмита перед ампліфікацією.
	ПРИМІТКА: За бажанням, для наведених нижче етапів промивання можна використовувати планшет з глибокими лунками MIDI. Це може покращити формування пелетів і зменшити ризик перехресної контамінації. Зразки потрібно буде перенести на 96-лунковий ПЛР-план...
	9.4. Ампліфікація тагментованої ДНК: Індекси додаються до тагментованої ДНК, і відбувається ампліфікація. Під час ПЛР ДНК буде вивільнятися з намистин BLT.
	9.4.1. Відтаювання EPM на льоду та індекси відтавання при кімнатній температурі.
	ПРИМІТКА: Це безпечна точка зупинки. Планшет можна запечатати Microseal B або еквівалентним матеріалом і зберігати при температурі 2-8 C або залишити в термостаті при 10  C на термін до 3 днів.
	ПРИМІТКА 4: Це безпечна точка зупинки. Планшет можна запечатати за допомогою Microseal B або еквівалентного матеріалу і зберігати при -20 C до 30 днів відповідно до рекомендацій Illumina. Більш тривале зберігання можливе, але повторні цикли заморожува...
	ПРИМІТКА: Для досягнення більш збалансованої роботи потрібно використовувати менші обсяги пулів. Це допоможе запобігти надмірному покриттю через малий розмір геному та менші вимоги до охоплення.
	ПРИМІТКА 1: Об'єднані бібліотеки тепер готові до секвенування, або планшет можна запечатати Microseal B або еквівалентним матеріалом і зберігати при -20 C не більше 48 год. Якщо ви продовжуєте секвенування, перейдіть до відповідної СОП секвенування пр...

	10. БЛОК СХЕМИ:
	10.1.  Робочі процеси PulseNet WGS:
	10.2. Робочий процес підготовки бібліотеки Illumina DNA Prep:
	13. КОНТАКТИ:
	13.1.  Обліковий запис PulseNet NGS Lab для усунення несправностей: PulseNetNGSLab@cdc.gov
	14. ПОПРАВКИ:
	14.1.  28.01.19: Новий документ
	14.2.  04/09/20: Додано примітки на основі відгуків та досвіду ЛГЗ, додано Таблицю 7, додано робочі процеси та інформацію про iSeq/MiniSeq. Зробили кілька додатків окремими робочими книгами та додали короткий посібник.
	14.3.  03/30/2021: Оновлено СОП з урахуванням нової назви набору Nextera DNA Flex: Illumina® DNA Prep. Оновлено каталожні номери та додано IDT для індексів Illumina UD. Оновлений розділ посилань. Додано додаток PNL35-1 з інструкціями щодо виконання ко...
	14.4. 02/01/2023: Оновлені каталожні номери та додані примітки для наборів для підготовки та індексації бібліотек, які будуть застарілими для Illumina. Додано мову, що пояснює всі суттєві відхилення від СОП Illumina, а також мову, що полегшує роботу з...
	14.5.  06/27/2024: Оновлено каталожні номери та додано примітки для індексних наборів, які будуть зняті з виробництва. Вилучено мікропробірку A з процедури, оскільки мікропробірка B краще запобігає втраті зразка через випаровування під час етапів терм...
	15. ПІДПИСИ:
	Керівник групи епіднагляду за спалахами PulseNet
	16. ДОДАТКИ:
	Додаток PNL35-1. Поєднання організмів PulseNet та ампліконів норовірусів в одному циклі секвенування
	ПРИМІТКА: Немає необхідності зменшувати навантаження ДНК бактеріальної ДНК. Бібліотеки вірусних ампліконів можна вводити в цикли секвенування PulseNet, які вважаються "повними циклами" для обраного набору для секвенування.
	1. Підготуйте амплікони (максимум 48 зразків), як описано в VGB.NV.METHOD.002 Протокол ПЛР для ампліфікації повнорозмірних геномів норовірусів GI та GII.
	2. Підготуйте бібліотеки секвенування зі зразків ампліконів, як описано в PNL35.
	3. Об'єднайте рівні об'єми бібліотек і розведіть до 4 нМ. Для розведення пулу до 4 нМ дотримуйтесь розрахунків, наведених у таблиці 9.
	ПРИМІТКА: Розрахунки автоматизовані в робочій книзі PNL35.W1.
	4. Внесіть 2 мкл пулу бібліотеки ампліконів 4 нМ в пул бактеріальної бібліотеки 4 нМ.
	ПРИМІТКА: Вірусний амплікон не впливає суттєво на молярність пулу бактеріальної бібліотеки.
	5. Перейдіть до секвенування на MiSeq, дотримуючись інструкцій у PNL38.
	5.1. Для зразків Norovirus перед ключами стану потрібно додати префікс "noro_", щоб легко відрізнити зразки Norovirus від зразків PulseNet.
	5.2. Для вибору індексу переконайтеся, що всі пари індексів (бактерії та норовіруси) є унікальними для даного циклу і не використовувалися в попередніх циклах на цьому приладі.
	Робочий процес для комбінованих циклів секвенування PulseNet/норовірусів
	Додаток PNL35-2. Поєднання ампліконів PulseNet-організмів та циклоспори в одному циклі секвенування
	ПРИМІТКА: Немає необхідності зменшувати навантаження бактеріальної ДНК. Бібліотеки ампліконів Cyclospora можна вводити в цикли секвенування PulseNet, які вважаються "повними циклами" для обраного набору для секвенування.
	1. Виділіть ДНК циклоспори, підготуйте амплікони (максимум 24 зразки) та бібліотеки секвенування ДНК, як описано в AMD.DR.C.001 State Cyclospora Outreach Genotyping SOP.
	2. Об'єднайте рівні об'єми бібліотек, виміряйте концентрацію та розподіл за розміром і розведіть  до 4 нМ. Для розведення пулу до 4 нМ дотримуйтесь розрахунків, наведених у таблиці 10.
	ПРИМІТКА1: Розрахунки автоматизовані в робочій книзі PNL35.W1
	ПРИМІТКА2: Розподіл розмірів фрагментів пулу зазвичай варіюється в межах 300-350 б.п. Рекомендується визначати розмір фрагмента для кожного циклу.
	3. Внесіть 20 мкл 4 нМ пулу бібліотеки Cyclospora в 4 нМ пул бактеріальної бібліотеки.
	4. Перейдіть до секвенування на MiSeq, дотримуючись інструкцій у PNL38.
	4.1. Для іменування зразків Cyclospora на вкладці "Підготовка бібліотеки" робочої книги дотримуйтесь стандартизованого формату, викладеного в СОП AMD.DR.C.001, крок 4.9.1.
	4.2. Для вибору індексу переконайтеся, що всі пари індексів (бактерії та Cyclospora) є унікальними для даного циклу і не використовувалися в попередніх циклах на цьому приладі.
	Робочий процес для комбінованих циклів секвенування PulseNet/Cyclospora

