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DESCRIPCION
Plantillas de control de calidad para garantizar la validez de ensayos basados en secuenciacion
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE. UU. de nimero de serie 62/614.236, presentada
el 5 de enero de 2018.

Campo técnico
Esta descripcidn se refiere en general al campo de la secuenciacién genética.
Antecedentes

La secuenciacidén de alto rendimiento (por ejemplo, la secuenciacidén de préxima generacién (NGS)) se utiliza cada
vez mas para ensayos de diagnéstico, tanto para la secuenciacién del genoma completo como del exoma, y en
aplicaciones mas especializadas como pruebas prenatales no invasivas (NIPT), biopsias liquidas y ensayos similares
que detectan polimorfismos. En la secuenciacidén de alto rendimiento (por ejemplo, NGS), la contaminacién cruzada
es un problema importante para las aplicaciones clinicas, porque se puede procesar una pluralidad de muestras (por
ejemplo, hasta 384 muestras, etc.) en la misma secuenciacién. En particular, en los ensayos en los que las mutaciones
o polimorfismos son infrecuentes, de modo que sus frecuencias alélicas representan sélo un pequefio porcentaje del
total, la contaminacién cruzada de otras muestras puede dar lugar a falsos positivos. Esto es particularmente cierto
para la NIPT y las biopsias liquidas, donde una diferencia cuantitativa de menos de un pequefio porcentaje es la
diferencia entre un resultado positivo y uno negativo.

Las practicas estandar de preparacion de bibliotecas para la secuenciacion de alto rendimiento pueden requerir la
amplificacién de una muestra de ADN para la entrada inicial. Estas etapas de amplificacién pueden exacerbar el efecto
de la contaminacién cruzada, ya que cualquier amplificaciéon de un alelo mutante en el laboratorio puede contaminar
las muestras y los experimentos posteriores, lo que cominmente se conoce como contaminacidn por arrastre en la
PCR. Para evitar este problema, algunos ensayos de diagnéstico estdndar, como la qPCR, utilizan sistemas de
prevencién de transferencia de dUTP/UNG, en los que dUTP se sustituye por dTTP en la PCR, y los amplicones que
contienen uracilo se degradan después del ensayo mediante el tratamiento con la enzima uracilo ADN glicosilasa. Sin
embargo, no existe una solucidén similar para los ensayos basados en secuenciacién de alto rendimiento (p. €j., los
ensayos basados en NGS, etc.) a pesar de la necesidad aln més critica debido a la mayor sensibilidad de la
secuenciacidn de alto rendimiento (p. ej., NGS) y los pequefios cambios cuantitativos que miden los ensayos basados
en la secuenciacion de alto rendimiento.

Si bien eliminar por completo la contaminacién cruzada en la secuenciacidén de alto rendimiento es dificil debido a la
quimica asociada, poder rastrearla seria igualmente valioso. En los ejemplos, se puede afiadir una secuencia diferente
e identificable a cada muestra para rastrear su contaminacién en otros pocillos. Sin embargo, tales ejemplos en los
que cada usuario, cada experimento y cada muestra tienen una biblioteca diferente de secuencias pueden ser
engorrosos y pueden requerir el mantenimiento de una gran pluralidad de biblictecas distintas (por ejemplo, 384
bibliotecas distintas; varias bibliotecas distintas que corresponden al nimero de muestras que se procesan en la misma
ejecucién de secuenciacién, etc.) cuando se utilizan para rastrear la contaminacion cruzada de ensayos basados en
secuenciacidn de alto rendimiento multiplexados (por ejemplo, los ensayos basados en NGS, etc.). Ademas, dichos
ejemplos no podrian rastrear la transferencia de PCR de los experimentos anteriores, ya que se usarian las mismas
bibliotecas en diferentes experimentos. Ademas, debido a la dificultad de mantener una gran pluralidad de bibliotecas
distintas (por ejemplo, 384 bibliotecas distintas, etc.), las propias secuencias identificadoras pueden sufrir
contaminacién cruzada. Como tal, existe la necesidad de realizaciones nuevas y Utiles de un método y/o sistema, tales
como para rastrear la contaminacién cruzada y al mismo tiempo superar estas limitaciones.

Tourlousse et al. (Nucleic Acids Research, 45 (4): €23, 2017), los documentos WO 2017/165864 y WO 2012/058316
se refieren a patrones de adicidn sintéticos para la secuenciacidn de alto rendimiento de amplicones de genes.

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Por consiguiente, la invencién proporciona un método para
analizar una muestra materna obtenida de una mujer embarazada para facilitar la determinacién prenatal de la
presencia de un trastorno genético, y el método comprende: afiadir, a la muestra materna, un conjunto de moléculas
plantilla de control de calidad (QCT) asociadas al trastorno genético, y el conjunto de moléculas QCT comprende:
regiones asociadas a la diana con similitud de secuencia respecto de una regién de secuencia diana de las moléculas
diana endbgenas, y regiones de variacién con disimilitud de secuencia respecto de una regién de secuencia de las
moléculas diana endégenas, en donde las regiones de variacién comprenden una regién identificadora molecular
incrustada que tiene una secuencia de nucleétidos Unica; generar una mezcla coamplificada basandose en la
coamplificacién del conjunto de moléculas QCT y moléculas de acido nucleico que comprenden la regién de secuencia
diana de las moléculas diana endégenas; secuenciar la mezcla coamplificada; determinar computacionalmente un
nimero Unico del conjunto de moléculas QCT, basandose en el nimero de regiones de variacién distintas del conjunto
de moléculas QCT que se detectan a partir de las lecturas de secuencias de moléculas QCT identificadas durante la
secuenciacién, en donde las lecturas de secuencias de moléculas QCT corresponden al conjunto de moléculas QCT;
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calcular la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio basandose en dividir el nimero de lecturas de
secuencias de moléculas QCT por el nimero Unico de moléculas QCT; determinar el recuento absoluto de las
moléculas diana enddgenas basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas diana endégenas
por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio; determinar el recuento absoluto de moléculas de referencia
endbgenas basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas de referencia endégenas por la
profundidad de la secuenciacién de QCT promedio; y facilitar la determinacion prenatal de la presencia del trastorno
genético basandose en una comparacién entre el recuento absoluto de las secuencias diana endégenas y el recuento
absoluto de las secuencias de referencia endbgenas.

Un aspecto de la invencién proporciona un método para identificar la contaminacidn asociada con al menos una de la
preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién de alto rendimiento, y el método comprende:
generar un conjunto de moléculas plantilla de control de calidad (QCT), y cada molécula QCT comprende: una region
asociada a una diana con similitud de secuencia respecto de una regién de secuencia diana de una diana biolégica, y
una regién de variacién con disimilitud de secuencia respecto de una regiéon de secuencia de la diana biolégica en
donde la regidén de variacién comprende una regién identificadora molecular incrustada que tiene una secuencia de
nucledétidos Unica; y determinar computacionalmente un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT basandose
en las regiones de variacion del conjunto de moléculas QCT, basandose en el nimero de regiones de variacidn
distintas del conjunto de moléculas QCT que se detectan a partir de las lecturas de secuencias de moléculas QCT
identificadas durante la secuenciacién, en donde las lecturas de secuencias de moléculas QCT corresponden al
conjunto de moléculas QCT, en donde el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT comprende las lecturas
de secuencias de moléculas QCT derivadas de la secuenciacién de alto rendimiento que corresponden a un conjunto
de mezclas de QCT generadas basandose en el conjunto de moléculas QCT y un conjunto de muestras que
comprenden la diana bioldgica, en donde la preparacién de una biblioteca de secuenciacibn comprende la
coamplificacién del conjunto de moléculas QCT y moléculas de &cido nucleico que comprenden la diana bioldgica
baséndose en la similitud de secuencia de la regidn asociada a la diana y la regién de secuencia diana de la diana
biolégica objetivo en donde el conjunto de moléculas QCT se afiade a una concentracidén de menos de 0,00001
nanogramos de moléculas QCT amplificables por muestra a més de una muestra en la biblioteca de secuenciacion, y
en donde el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT permiten la determinacioén del recuento de moléculas
QCT que estaban en la mezcla antes de la coamplificacién; y basandose en el conjunto de grupos de lecturas de
secuencias QCT, determinar un pardmetro de contaminacion que describe la contaminacidén asociada con al menos
una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién de alto rendimiento.

Un aspecto de la invencién proporciona un método para la caracterizacién asociada con al menos una de la
preparacién de una biblioteca de secuenciacidn y la secuenciacién, y el método comprende: generar un conjunto de
moléculas plantilla de control de calidad (QCT), y cada molécula QCT comprende: una regidn asociada a una diana
que coincide con una region de secuencia diana de una molécula diana; y una regién de variaciéon que no coincide
con una regién correspondiente de la molécula diana, y la regién de variacién comprende un identificador molecular
incrustado que tiene una secuencia de nucleétidos Unica; generar una mezcla que comprende el conjunto de moléculas
QCT y moléculas de 4cido nucleico de una muestra; coamplificar la mezcla; secuenciar la mezcla coamplificada para
generar datos de secuenciacidn; determinar computacionalmente un conjunto de grupos de lecturas de secuencias
QCT, mediante el uso de los datos de secuenciacidn, basandose en el nimero de regiones de variacién distintas del
conjunto de moléculas QCT identificadas en los datos de secuenciacidn, determinar computacionalmente el recuento
de moléculas QCT que estaban en la mezcla antes de la coamplificaciéon basandose en los grupos de lecturas de
secuencias QCT; y basandose en el recuento de moléculas QCT, determinar la abundancia absoluta de la molécula
diana asociada con al menos una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacidén y la secuenciacién. Las
caracteristicas opcionales de la invencién se exponen en las reivindicaciones dependientes adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

Las FIGURAS 1A-1D incluyen representaciones en diagramas de flujo de variaciones de las realizaciones de un
método;

La FIGURA 2 incluye una representacién en diagrama de flujo de una variacién de una realizacién de un método;
La FIGURA 3 incluye una representacién en diagrama de flujo de una variacién de una realizacién de un método;

Las FIGURAS 4A-4D incluyen representaciones graficas de los resultados de partes de validacién de una variacion
de una realizacién de un método, en particular en relacién con la contaminacién cruzada y la asignacién incorrecta de
indices;

Las FIGURAS 5A-5B incluyen un ejemplo especifico de resultados de experimentos que validan el uso de moléculas
QCT para el recuento molecular,

La FIGURA 6 incluye un ejemplo especifico de resultados asociados con aspectos de calidad asociados con la gestion
de técnicos y/o la gestion de laboratorio;

Las FIGURAS 7A-7C incluyen representaciones gréaficas de los resultados de validar partes de una variacién de una
realizacion de un método, en particular en relacién con la cuantificacién de moléculas QCT;
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Las FIGURAS 8A-8B incluyen representaciones graficas de los resultados de validar partes de una variacién de una
realizacion de un método, en particular en relacién con la cuantificacién de dianas biolégicas;

La FIGURA 9 incluye un ejemplo especifico del uso de moléculas QCT para medir equivalentes genémicos
ensayables;

La FIGURA 10 incluye un ejemplo especifico de determinacién de los parametros de contaminacion;

La FIGURA 11 incluye un ejemplo especifico del uso de moléculas QCT con una pluralidad de muestras para
determinar errores de procesamiento de muestras;

La FIGURA 12 incluye un ejemplo especifico del uso de moléculas QCT en diferentes etapas;
Las FIGURAS 13A-13B incluyen ejemplos especificos de caracterizacion asociada con saltos de indices;

La FIGURA 14 incluye un ejemplo especifico para facilitar la medicién de los niveles de contaminacién reales
asociados con el uso de cebadores de indice dual Unico;

Las FIGURAS 15A-15D incluyen ejemplos especificos asociados a facilitar el diagnéstico de un trastorno de un solo
gen,

Las FIGURAS 16A-16B incluyen ejemplos especificos asociados a facilitar el diagnéstico de una anomalia
cromosdmica.

Descripcion de las realizaciones

La siguiente descripcidn de las realizaciones esta destinada a permitir que cualquier experto en la técnica las realice
y las utilice.

1. Descripcién general.

Como se muestra en las FIGURAS 1A-1D y las FIGURAS 2-3, las realizaciones de un método 100 (por ejemplo, para
la caracterizacion asociada con al menos una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién,
etc.) pueden incluir la generacién de un conjunto de moléculas plantilla de control de calidad (QCT) (por ejemplo, cada
molécula QCT que incluye una regién asociada a la diana, una regién de variacidn, etc.) $110; determinar (por ejemplo,
computacionalmente, etc.) un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT (por ejemplo, que corresponden al
conjunto de moléculas QCT, etc.) basandose en el conjunto de moléculas QCT (por ejemplo, basandose en las
regiones de variacion del conjunto de moléculas QCT, etc.) S120; y/o basandose en el conjunto de grupos de lecturas
de secuencias QCT, determinar un pardmetro relacionado con la secuenciacién (por ejemplo, un parametro de
contaminacién, un parametro de recuento de moléculas, etc.) asociado con al menos una de la preparaciéon de una
biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién S130.

Adicional o alternativamente, las realizaciones del método 100 pueden incluir preparar una o mas bibliotecas de
secuencias S112; secuenciar con una o més bibliotecas de secuencias S114; facilitar (por ejemplo, ayudar, determinar,
proporcionar, etc.) uno o mas diagnésticos de una o més afecciones (por ejemplo, trastornos genéticos, etc.) S140
(por ejemplo, basandose en uno o méas pardmetros relacionados con la secuenciacién, etc.); facilitar (por ejemplo,
ayudar, determinar, proporcionar, administrar, etc.) el tratamiento para una o mas afecciones, tal como basandose en
los pardmetros relacionados con la secuenciacion, los diagndsticos y/u otros componentes adecuados S150; y/o
cualquier otro proceso adecuado.

En un ejemplo especifico, el método 100 (por ejemplo, para facilitar el diagnéstico prenatal de un trastorno genético a
partir de una muestra materna asociada con una mujer embarazada, etc.) puede incluir: afiadir, a la muestra materna,
un conjunto de moléculas QCT asociadas con el trastorno genético, y el conjunto de moléculas QCT incluye: regiones
asociadas a la diana con similitud de secuencia respecto de una regién de secuencia diana de las moléculas diana
endégenas (por ejemplo, asociadas con el trastorno genético, etc.), y regiones de variacién (por ejemplo, que incluyen
regiones de un identificador molecular integrado (EMI) que incluyen un conjunto de bases "N" variables, donde cada
base "N" se selecciona de cualquiera de una base "A", una base "G", una base "T" y una base "C", etc.) con disimilitud
de secuencia con respecto a una regién de secuencia de las moléculas diana endégenas; generar una mezcla
coamplificada basandose en la coamplificaciéon del conjunto de moléculas QCT y moléculas de acido nucleico (por
ejemplo, &cidos nucleicos; fragmentos de acidos nucleicos, etc.) que incluye la regién de secuencia diana; secuenciar
la mezcla coamplificada; determinar computacionalmente un nimero Unico del conjunto de moléculas QCT, basandose
en el numero de regiones de variacion que son distintas y se detectan a partir de las lecturas de secuencias de
moléculas QCT de la secuenciacion, donde las lecturas de secuencias de moléculas QCT corresponden al conjunto
de moléculas QCT,; calcular la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio basandose en dividir el nimero de
lecturas de secuencias de moléculas QCT por el nimero Unico de moléculas QCT, determinar el recuento absoluto de
las moléculas diana enddgenas basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas diana endégenas
por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio; determinar el recuento absoluto de moléculas de referencia
endbgenas basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas de referencia endégenas por la
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profundidad de la secuenciacion de QCT promedio; y facilitar el diagnéstico prenatal del trastorno genético baséndose
en una comparacién entre el recuento absoluto de las secuencias diana endégenas y el recuento absoluto de las
secuencias de referencia enddgenas.

En un ejemplo especifico, el método 100 (por ejemplo, para la caracterizacién, tal como la identificacién de
contaminacién, asociada con al menos una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién,
etc.) puede incluir generar un conjunto de moléculas QCT, y cada molécula QCT incluye una regién de variaciéon (por
ejemplo, incluye una o mas regiones EMI, etc.) y/o una regién asociada a la diana (por ejemplo, con similitud de
secuencia respecto de una regién de secuencia diana de una diana biolégica, etc.); determinar computacionalmente
un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT baséandose en las regiones de variacién del conjunto de
moléculas QCT, tal como cuando el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT incluye las lecturas de
secuencias de moléculas QCT derivadas de la secuenciacidn que corresponde a una mezcla de QCT generada
basandose en el conjunto de moléculas QCT y una muestra que incluye la diana biolégica (p. ej., una muestra que
incluye moléculas diana endégenas que corresponden a la diana biolégica, etc.), tal como cuando la preparacion de
una biblioteca de secuenciacién incluye la coamplificacién del conjunto de moléculas QCT y moléculas de é&cido
nucleico que incluyen la diana biolégica (por ejemplo, basandose en la similitud de secuencia de la regién asociada a
la diana y la regién de secuencia diana de la diana bioldgica, etc.); y basandose en el conjunto de grupos de lecturas
de secuencias QCT, determinar un pardmetro relacionado con la secuenciacion asociado con al menos una de la
preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacion (por ejemplo, determinar un pardmetro de
contaminacién que describe la contaminacién asociada con al menos una de las preparaciones de la biblioteca de
secuenciacidn y la secuenciacién de alto rendimiento, etc.).

En un ejemplo especifico, como se muestra en la FIGURA 2, el método 100 (por ejemplo, para garantizar la validez
de ensayos basados en secuenciacién basandose en moléculas QCT, etc.) puede incluir: generar una biblioteca de
QCT o mezclas de bibliotecas de QCT de moléculas QCT (p. ej., ADN QCT que incluye regiones asociadas a las
dianas con una alta similitud con un gen de interés para permitir la coamplificacion mediante el uso de los cebadores
de PCR representados como flechas negras en la FIGURA 2; ADN QCT que incluye regiones de variacién con
diferencias de secuencia en comparacién con el gen de interés, donde la regién de variacién puede incluir una regién
EMI que incluye bases "N" que pueden adoptar aleatoriamente bases "A", "C", "T" 0 "G", donde se pueden generar
hasta 44 secuencias EMI Unicas con "NNNN", donde se puede encontrar la probabilidad de que dos moléculas QCT
tengan el mismo EMI mediante el uso de la solucién al problema del cumpleafios para calcular la probabilidad de
colisién de hash, donde se pueden mostrar las subsecciones de las diferencias de las secuencias QCT y HBB en la
FIGURA 2; ADN QCT que incluye una regién identificadora de QCT (ID de QCT) para distinguir las bibliotecas de QCT
y las secuencias de los genes de interés en las lecturas de secuenciacién; etc.; preparar una biblioteca de
secuenciacién basandose en las moléculas QCT y una o més muestras que incluyen las dianas bioldgicas (por
ejemplo, HBB, como se muestra en la FIGURA 2, etc.), tal como afiadiendo la biblioteca de QCT al ADN humano;
aplicar enfoques computacionales para agrupar las lecturas de secuencias de moléculas QCT (por ejemplo,
baséndose en la similitud de las secuencias EMI; donde el nimero de grupos de EMI corresponde al nimero absoluto
de moléculas QCT afiadidas a la muestra, etc.) y asignar los grupos a diferentes identificadores de muestras (por
ejemplo, correspondientes a diferentes muestras; correspondientes a diferentes compartimentos de muestras
utilizados en la secuenciacién, etc.); y utilizar dichos datos para evaluar las métricas de control de calidad como
contaminacién cruzada, asighacién incorrecta de indices, errores del usuario (por ejemplo, al ejecutar el ensayo),
incumplimiento de los parametros del ensayo (por ejemplo, una cantidad demasiado pequefia de ADN de entrada,
equivalentes genédmicos accesibles en una muestra, etc.), y/o para cuantificar la cantidad de la diana biolégica de
entrada a la que se puede acceder mediante un ensayo.

Las realizaciones del método 100 y/o del sistema 200 pueden funcionar para cuantificar con precisién la abundancia
de las dianas bioldgicas, rastrear y/o cuantificar con precisién el grado de contaminacién (por ejemplo, la
contaminacién cruzada entre diferentes muestras, diferentes experimentos; los verdaderos niveles de contaminacion
asociados con el uso de cebadores de indice dual Unico, etc.), identificar errores del usuario en la ejecucién de ensayos
basados en secuenciacién, monitorizar la asignacién incorrecta de indices de secuenciacién, determinar el
incumplimiento de los pardmetros del ensayo, identificar y/o facilitar la eliminacién de cebadores contaminantes y/o
con saltos de indices, y/o mejorar cualquier aspecto adecuado asociado a la preparacién y/o secuenciacion de la
biblioteca de secuenciacién, tal como para mejorar el diagnéstico y/o la terapia.

En un ejemplo, en la presente memoria se describe que se puede afiadir un solo reactivo (por ejemplo, que incluye un
conjunto de moléculas QCT, etc.) a un conjunto de muestras para rastrear la contaminacion cruzada y otros errores
del usuario afiadiendo un solo reactivo a todas las muestras. Por ejemplo, la adicién de moléculas QCT, cuando va
acompafiada de un proceso de anélisis matematico y computacional personalizado basédndose en las soluciones al
problema del cumpleafios para la colisién de hash, puede rastrear la contaminacién cruzada entre diferentes usuarios,
diferentes experimentos y diferentes muestras al mismo tiempo. En los ejemplos, se puede afiadir una Unica biblioteca
de QCT a todas las muestras (por ejemplo, asociada a la secuenciaciéon de alto rendimiento, etc.), para mejorar la
facilidad de uso y la comodidad. En un ejemplo especifico, se pueden afiadir distintas bibliotecas de QCT (por ejemplo,
que corresponden a diferentes regiones identificadoras de QCT, como ID de QCT, etc.) en diferentes etapas de la
preparacién de la muestra para rastrear cualquier error del usuario o pérdida de la muestra de entrada. En los ejemplos,
se puede aplicar un enfoque automatico de huella digital al dispensar, donde cada muestra puede identificarse
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mediante las moléculas QCT (por ejemplo, basandose en las regiones de variacién de las moléculas QCT;, las regiones
identificadoras de QCT de las moléculas QCT, etc.). En los ejemplos, se puede medir la contaminacién debida al
arrastre en la PCR, cuya contaminaciéon puede ser un problema en los entornos clinicos y/u otros contextos. En
ejemplos especificos, se pueden usar moléculas QCT para asignar una huella molecular a cada tubo de PCR, y el
arrastre en la PCR se puede detectar y cuantificar manteniendo una base de datos de todas las regiones de variaciéon
(por ejemplo, secuencias EMI de las regiones EMI, etc.) asociadas a cada tubo de PCR, realizado en una ubicacién o
sala de laboratorio determinada. El arrastre en la PCR en los ensayos posteriores se puede identificar mediante la
busqueda computacional de la huella de la regidén de variacién (por ejemplo, las similitudes de las huellas de EMI, etc.)
en la base de datos histérica.

Las realizaciones pueden usarse adicional o alternativamente para garantizar la calidad frente a un problema
importante para la secuenciacién de alto rendimiento (por ejemplo, NGS, etc.), concretamente, el "cambio de indice"
o la asignacién incorrecta de indices. En los ejemplos, incluso en ausencia de contaminacién cruzada, las lecturas o
seflales de secuenciacién (por ejemplo, hasta un 5-10%, etc.) de una muestra se pueden asignar incorrectamente a
otra muestra cuando se multiplexan en la misma celda de flujo. En los ejemplos, se puede realizar un método
conveniente de huella digital al dispensar para cuantificar con precisién el grado de asignacién incorrecta en cada
muestra. En un ejemplo especifico, como se muestra en las FIGURAS 4A-4D, el efecto acumulativo de la
contaminacién cruzada en pocillos cercanos y la asignacién incorrecta de indices se puede detectar con una
sensibilidad >90%. En un ejemplo especifico, como se muestra en la FIGURA 4A, se puede preparar una biblioteca
lllumina Truseq HT utilizando las 96 combinaciones de indices i7 e i5, donde cada pocillo corresponde a un
experimento de secuenciacién de amplicones de HBB con 400, 200, 100 o 0 moléculas QCT afiadidas a cada pocillo;
en cada pocillo se muestra la fraccidén de lecturas de QCT identificadas como contaminacién cruzada, donde, en el
experimento, la contaminacién cruzada y la asignhacién incorrecta de indices oscilaron entre <1% y 13%; debido a
0 moléculas QCT en las columnas D710-D712, la fracciéon en estos pocillos indica la sensibilidad con la que las
variaciones de las realizaciones del método 100 pueden detectar la contaminacién cruzada; y donde la FIGURA 4B
ilustra el nimero y la fuente de las lecturas contaminantes encontradas en D702/D504, indicadas por X (izquierda); y
el numero y destino de las lecturas contaminantes que se originan en D702/D504, indicado por O (derecha); y donde
la FIGURA 4C ilustra un anélisis analogo al de la FIGURA 4B, pero para el pocillo D707/D504; y donde la FIGURA 4D
ilustra la fuente de contaminacién para los pocillos D710/D504 y D711/D504, y donde no se hallé que se originaran
lecturas contaminantes en estos pocillos, lo que coincide con la ausencia de moléculas QCT afiadidas a estos pocillos.

Las realizaciones pueden permitir adicional o alternativamente un recuento molecular preciso de una diana biolégica
(por ejemplo, basandose en el uso de un conjunto de regiones de variacién de un conjunto de moléculas QCT, etc.),
tal como cuando la profundidad de lectura es suficiente (por ejemplo, profundidad de lectura mayor de veinte por
molécula QCT distinta, etc.), lo que puede ayudar a obtener una cuantificaciéon precisa de la diana en los enfoques
que utilizan la adiciéon de secuencias complejas. Las realizaciones pueden cuantificar la diana biolégica accesible que
se analiza cuando la profundidad de lectura es suficientemente alta. En un ejemplo, relacionado con la deteccién de
mutaciones para el uso en pruebas prenatales no invasivas mediante secuenciacién de amplicones, dicha profundidad
de lectura alta para una secuencia compleja se obtiene cuando se afiaden <400 moléculas QCT a cada muestra, como
cuando 96 de dichas muestras se multiplexan en un anélisis de tipo MiSeq (por ejemplo, como se muestra en la
FIGURA 7C). Sin embargo, se puede afiadir cualquier nUmero adecuado de moléculas QCT a una o mas muestras
para facilitar el recuento molecular y/u otra funcionalidad adecuada. En los ejemplos especificos, como se muestra en
las FIGURAS 5A-5B, el niumero de lecturas de secuencias y el nimero de moléculas (por ejemplo, determinado
basédndose en las lecturas de secuencias y el procesamiento asociado con las moléculas QCT, etc.) se pueden
correlacionar, y la relacién entre el nimero de moléculas y las lecturas puede diferir entre 2 y 3 veces, lo que indica
las mejoras asociadas al uso de las moléculas QCT para determinar el nimero de moléculas en una muestra
determinada (por ejemplo, mejoras en la fiabilidad con respecto al uso del nimero de lecturas por si solo, etc.).

En los ejemplos (por ejemplo, de cuantificacién del recuento absoluto de moléculas para una o mas dianas biolégicas,
etc.), el método 100 y/o el sistema 200 se pueden usar a) para determinar pardmetros para el uso en algoritmos para
determinar el resultado diagnéstico de ensayos, b) para rastrear la pérdida de ADN de entrada en diferentes etapas
de los experimentos o ensayos, c) para devolver un resultado ininterpretable cuando el nimero de moléculas diana es
demasiado bajo (por ejemplo, para determinar cuando un ensayo no es fiable, etc.), d) disefiar ensayos para detectar
la variacién del nimero de copias en un locus particular o entre loci, y/o e) ayudar en la toma de decisiones terapéuticas
y clinicas basandose en los resultados de los ensayos de diagnéstico.

Las realizaciones pueden evaluar y/o mejorar adicional o alternativamente varios aspectos de calidad asociados con
la gestién de técnicos y/o la gestidn de laboratorios (por ejemplo, la gestién de laboratorios clinicos, etc.). Como se
muestra en la FIGURA 6, en un ejemplo especifico, el método 100 y/o el sistema 200 se pueden usar para identificar
el procesamiento de muestras problematicas por parte de diferentes técnicos o laboratorios, donde las Muestras A01
a A06 frente a las Muestras B31 a B35 se procesaron en dos laboratorios diferentes con diferentes practicas de
separacién pre/post-PCR; antes del procesamiento se afiadié a cada muestra el mismo volumen de moléculas QCT
del mismo kit, que correspondia aproximadamente a ~200 moléculas; "num_seqgs" indica el nimero de grupos de EMI
distintos que se identificaron para cada muestra; "contam_frac" indica la fraccién total de lecturas contaminantes que
se identificaron en cada muestra; "collision_frac" identifica el grado en que se encuentran dos grupos de EMI validos
en dos muestras diferentes; "contam_collision_frac" combina las dos métricas anteriores; "ident_frac" es el nUmero de
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lecturas que se asignan a EMI validos dividido por el niumero total de lecturas para esa muestra en particular;
"reads_per_qctmol" indica la profundidad de lectura promedio para los EMI; se utilizé un umbral de filtro para estas
métricas derivadas para identificar las muestras que pasan o no pasan el control de calidad (QC); donde solo 1 de
cada 6 muestras pasé las métricas de control de calidad para el Laboratorio A, mientras que 5 de cada 5 muestras
pasaron las métricas de control de calidad en el Laboratorio B; y dénde se pueden utilizar estos resultados para
cambiar la forma en que se puede realizar el procesamiento de las muestras y la separacién pre/post-PCR (por
ejemplo, en qué lugar del Laboratorio A, en la siguiente ejecucién con mejoras en el procesamiento de muestras, las
muestras pasaron las mismas métricas de control de calidad, etc.). Como se muestra en las FIGURAS 7A-7C, en los
ejemplos especificos, al incluir multiples especies de QCT que se dispensan de la misma mezcla, se puede medir el
error aleatorio en las pipetas mediante la correlacién de los recuentos absolutos de moléculas QCT (por ejemplo, como
se muestra en la FIGURA 7C), y/o el error sistematico de la pipeta y/o cuantificaciéon puede ser rastreable adicional o
alternativamente (por ejemplo, como se muestra en la FIGURA 7A, tal como basandose en una comparacién del panel
central frente a los paneles izquierdo y derecho). En los ejemplos especificos, como se muestra en las FIGURAS 7A-
7C, se puede determinar la cuantificacién absoluta de las moléculas QCT afiadidas. En un ejemplo especifico, como
se muestra en la FIGURA 7A, las bibliotecas de QCT1, QCT2 y QCT3 (por ejemplo, que corresponden a diferentes
conjuntos de moléculas QCT, etc.) se pueden preparar, combinar y afiadir a las reacciones de PCR a 100, 200, o 400
moléculas por biblioteca de QCT; Los EMI para cada biblioteca de QCT se pueden agrupar agregando las lecturas de
secuencias EMI con como méximo 2 cambios de bases; las barras de error pueden representar la media +/- desviacién
estandar para 24 réplicas; y las lineas del grafico pueden representar un ajuste mediante regresién lineal con un
sombreado correspondiente al intervalo de confianza de la media del 95%. En un ejemplo especifico, como se muestra
en la FIGURA 7B, para determinar la solidez del recuento de QCT respecto de la profundidad de lectura, las lecturas
de secuenciacién se pueden reducir seleccionando aleatoriamente la mitad del total de lecturas; el nUmero de grupos
de EMI recuperados de las lecturas de secuenciacién submuestreadas se puede representar graficamente con
respecto al conjunto de datos completo; el color de los puntos puede representar la profundidad de lectura
submuestreada por grupo de EMI, donde la linea negra tiene una pendiente = 1, interseccién = 0; El analisis de QCT
es sélido cuando la profundidad de lectura por molécula QCT es superior a 20, lo que puede contribuir a la fiabilidad
del recuento molecular; y cuando el nimero de grupos de QCT es 400, la profundidad de lectura muestreada es inferior
a 20 por molécula. En un ejemplo especifico, como se muestra en la FIGURA 7C, los recuentos de moléculas QCT
pueden no estar correlacionados entre bibliotecas de QCT (por ejemplo, como se esperaba, etc.); donde se puede
mostrar un diagrama de dispersion del nimero de grupos de QCT3 frente a los grupos de QCT1 para cada réplica de
PCR de la FIGURA 7A al nivel de entrada de 100 moléculas QCT.

Las realizaciones pueden implementar adicional o alternativamente bibliotecas de QCT en diferentes etapas de
preparacién de bibliotecas de secuenciacién (por ejemplo, las etapas de preparacion de las muestras) y/o etapas de
secuenciacidn para rastrear la pérdida de muestra. En un ejemplo especifico, si se dispensa un primer conjunto de
moléculas QCT (por ejemplo, moléculas QCT1; primeras moléculas QCT que incluyen una primera regidn
identificadora de QCT compartida, etc.) en el punto de recogida de la muestra, y se dispensa una cantidad igual de un
segundo conjunto de moléculas QCT (p. ej., moléculas QCT2; segundas moléculas QCT que incluyen una segunda
regién identificadora de QCT compartida, etc.) después de la purificacion de la muestra; el rendimiento de la
purificacion se puede evaluar mediante comparaciones de los recuentos de moléculas para el primer conjunto de
moléculas QCT y el segundo conjunto de moléculas QCT (por ejemplo, los recuentos de moléculas QCT1 frente a
QCT2, etc.).

Las realizaciones pueden determinar adicional o alternativamente la porcién de material biol6gico que es accesible
mediante el ensayo, tal como mediante la cuantificacién de las dianas biolégicas basandose en el uso de las moléculas
QCT, lo que puede mejorar al medir el material genémico total disponible y calcular la concentracién esperada de la
diana biol6gica, debido a que no todos los objetivos son accesibles mediante los ensayos. En un ejemplo especifico,
esto puede deberse al corte del ADN hasta una distribucién de tamafios cortos, como en el caso del ADN libre
circulante que se analiza en las aplicaciones de pruebas prenatales no invasivas (NIPT) para la determinacién de
enfermedades genéticas del feto y las aplicaciones de biopsias liquidas, donde se analiza el ADN tumoral circulante.
En un ejemplo especifico, en estas aplicaciones, dependiendo de la diana de interés, menos del 25% del ADN puede
ser accesible, donde, como se muestra en las FIGURAS 8A-8B, la determinacién de los equivalentes genémicos del
ADN de entrada se puede determinar mediante el uso de las moléculas QCT, como por ejemplo cuando el ADN
gendmico humano se puede digerir mediante enzimas de restriccién Alu o Hpy, que cortan el exterior y el interior del
gen de interés, respectivamente; luego, las moléculas QCT pueden afiadirse a 9 ng-36 ng de ADN digerido
(correspondiente a 2.500-10.000 equivalentes gendmicos), amplificarse mediante PCR y secuenciarse en un aparato
MiSeq; los equivalentes genémicos (G.E.) de ADN humano en cada reaccion de PCR se pueden medir mediante
analisis asociados a las moléculas QCT al aplicar partes de las realizaciones del método 100; las reacciones de PCR
se pueden realizar por duplicado, donde la FIGURA 8A ilustra una linea de ajuste lineal y el sombreado es el IC del
val.pe-12779495% de la media, y donde la medicién del ADN de entrada es coherente en todas las réplicas y en las
series de dilucidn, pero es sistematicamente mayor que la medicién de Qubit mediante un factor constante; y donde,
como se muestra en la FIGURA 8B, el ADN gendémico humano puede cortarse hasta una distribuciéon de tamafios con
un pico de 100-150 pb; luego, las moléculas QCT se pueden afiadir a 2,3 ng-36 ng de ADN cortado, y se pueden medir
los equivalentes genémicos del ADN cortado, con un tamafio de amplicon de ~150 pb, y donde la FIGURA 8B ilustra
la pendiente de la linea que indica la fraccién de moléculas que pueden amplificarse debido a un corte aleatorio. En
un ejemplo especifico, como se muestra en la FIGURA 9, se pueden usar moléculas QCT para medir los equivalentes
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gendmicos ensayables, que pueden ser diferentes para cada ensayo, e incluso para el mismo ensayo con huellas
diferentes; donde la regién que rodea la misma mutacién se amplificé a partir de ADN cortado para formar un producto
de PCR de 150 pb frente a un producto de PCR de 72 pb (izquierda frente a derecha), y se utilizaron moléculas QCT
para medir el nimero de moléculas amplificadas en ambos casos; donde 18 nanogramos (ng) de ADN genémico que
corresponden a 5000 equivalentes genémicos de entrada se cortaron a una longitud promedio de ~170 pb (por
ejemplo, la longitud promedio del ADN libre circulante) y se incluyeron en todos los casos (n=8 para 150 pb y n=4 para
72 pb); y de acuerdo con los modelos teéricos, la cantidad de moléculas que se pueden amplificar es significativamente
menor que el ADN de entrada y puede tener una diferencia de hasta 2 veces entre diferentes huellas para la misma
masa de ADN de entrada; y donde la FIGURA 9 puede indicar por qué otras mediciones del ADN de entrada (como la
concentracién) pueden no ser suficientes para diagnésticos moleculares precisos que requieren informacion
molecular, como cuando una disminucién de ~2x en el recuento molecular aumentaria el ruido de Poisson en
aproximadamente un 40%, que puede ser la diferencia entre una precisién del 95% (2 sigma) y del 99% (3 sigma).

Las realizaciones del método 100 y/o del sistema 200 se pueden usar en asociacién con una o més afecciones (por
ejemplo, en asociacién con la caracterizacion, el diagnéstico, el tratamiento y/o la realizacién de procesos relacionados
con una o mas afecciones, etc.), donde las afecciones pueden incluir y/o estar asociadas de otro modo con una o0 mas
de: pruebas prenatales no invasivas (NIPT) (p. ej., en relacién con la deteccién genética para detectar la presencia de
anomalias cromosémicas, incluida la aneuploidia, como la trisomia 21 o el sindrome de Down, la trisomia 18 o el
sindrome de Edwards, la trisomia 13 o el sindrome de Patau, aneuploidias de los cromosomas sexuales como el
sindrome de Turner, otras aneuploidias adecuadas; anomalias cromosdmicas incluido el sindrome de DiGeorge; en
relacién con la deteccidén genética de trastornos de un solo gen, etc.); otras pruebas prenatales; analisis de aneuploidia
y/u otros analisis adecuados fuera de un contexto prenatal; trastornos genéticos (p. ej., trastornos de un solo gen,
incluida la anemia de células falciformes; anomalias cromosdmicas; trastornos asociados con la amplificacién de
genes; delecibn de genes; anomalias cromosémicas parciales; sindrome de delecién 22q11.2 o sindrome de
DiGeorge; sindrome de Charcot-Marie-Tooth, fibrosis quistica, enfermedad de Huntington; distrofia muscular de
Duchenne; hemofilia, talasemia, etc.), otras aplicaciones asociadas con anomalias cromosémicas (p. ej., ADN
cromosémico adicional, ausente, irregular, etc.), cancer (p. €j., a través de anélisis asociados con cualquier oncogén
adecuado, biomarcadores de cancer y/u otras dianas asociadas al cancer; mediante analisis asociados a biopsias
liquidas), y/o cualesquiera otras afecciones adecuadas. En un ejemplo, el método 100 puede incluir determinar el
recuento de moléculas diana (por ejemplo, correspondiente a una cantidad de moléculas diana en una muestra;
basandose en el uso de moléculas QCT, etc.) para facilitar el diagnéstico asociado con al menos una de las pruebas
prenatales no invasivas y biopsias liquidas. Las afecciones incluyen adicional o alternativamente: afecciones
psiquiatricas y del comportamiento (por ejemplo, un trastorno psicolégico; depresién; psicosis; etc.); afecciones
relacionadas con la comunicacién (por ejemplo, trastorno del lenguaje expresivo; tartamudez; trastorno fonolégico;
trastorno de autismo; afecciones de la voz; afecciones de la audicién; afecciones oculares; etc.); afecciones
relacionadas con el suefio (por ejemplo, insomnio, apnea del suefio, etc.); afecciones relacionadas con el sistema
cardiovascular (por ejemplo, arteriopatia coronaria; presiéon arterial alta, etc.); afecciones relacionadas con el
metabolismo (por ejemplo, diabetes, etc.), afecciones reumatoides (por ejemplo, artritis, etc.); afecciones relacionadas
con el peso (por ejemplo, obesidad, etc.); afecciones relacionadas con el dolor; afecciones relacionadas con el sistema
endocrino; enfermedad crénica; y/o cualquier otro tipo de afecciones adecuadas.

La secuenciacién (por ejemplo, en relacién con S112) asociada con una o mas realizaciones del método 100 y/o
sistema 200 incluye preferiblemente la secuenciacién de alto rendimiento, que puede incluir y/o estar asociada con
uno cualquiera o mas de: NGS, tecnologias asociadas a NGS, secuenciacién masiva de firmas en paralelo,
secuenciacién Polony, pirosecuenciacién 454, secuenciacién lllumina, secuenciacién SOLID, secuenciacién de
semiconductores lon Torrent, secuenciacién de nanobolas de ADN, secuenciacion de una sola molécula con
Heliscope, secuenciacion en tiempo real de una sola molécula (SMRT), secuenciacién de ADN con nanoporos,
cualquier numero de generacién de tecnologias de secuenciacién (por ejemplo, tecnologias de secuenciacion de
segunda generacion, tecnologias de secuenciacién de tercera generacién, tecnologias de secuenciacién de cuarta
generacién, etc.), secuenciacién asociada a amplicones (por ejemplo, secuenciacidén de amplicones dirigida),
secuenciacién asociada a metagenomas, secuenciacidn por sintesis, secuenciacién por corrientes de tunel,
secuenciacidén por hibridacién, secuenciaciéon por espectrometria de masas, técnicas basadas en microscopia y/o
cualquier tecnologia adecuada relacionada con la secuenciacién de alto rendimiento. Adicional o alternativamente, la
secuenciacidén puede incluir cualquier tecnologia de secuenciacién adecuada (por ejemplo, secuenciacién de Sanger,
secuenciacién capilar, etc.).

Uno o més ejemplos y/o partes de las realizaciones del método 100 y/o los procesos descritos en la presente memoria
se pueden realizar de forma asincrénica (por ejemplo, secuencialmente), simultdneamente (por ejemplo, en paralelo;
procesando simultdneamente muestras biolégicas de manera multiple y automatizada; procesando simultaneamente
de manera computacional las lecturas de secuencia para mejorar la capacidad de procesamiento del sistema, etc.),
en relaciéon temporal con un evento desencadenante, y/o en cualquier otro orden adecuado en cualquier momento y
frecuencia adecuados mediante y/o utilizando uno o mas ejemplos de las realizaciones del sistema 200, los
componentes y/o las entidades descritos en la presente memoria.

De manera adicional o alternativa, los datos descritos en la presente memoria (por ejemplo, grupos, parametros
relacionados con la secuenciacién, identificadores, profundidades de lectura, lecturas de secuencias, determinaciones
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de regiones de secuencias, disefios de moléculas QCT, disefios de cebadores, etc.) pueden asociarse con cualquier
indicador temporal adecuado (por ejemplo, segundos, minutos, horas, dias, semanas, periodos de tiempo, puntos de
tiempo, marcas de tiempo, etc.), que incluyen uno o méas: indicadores temporales que indican cuando se recopilaron,
determinaron, transmitieron, recibieron y/o procesaron de otro modo los datos; indicadores temporales que
proporcionan contexto al contenido descrito por los datos, tales como indicadores temporales que indican la secuencia
de las etapas de preparacién y/o secuenciacion de la biblioteca de secuenciacién; cambios en los indicadores
temporales (por ejemplo, datos a lo largo del tiempo; cambios en los datos; patrones de datos; tendencias de los datos;
extrapolacién de datos y/u otras predicciones, etc.); y/o cualquier otro indicador adecuado relacionado con el tiempo.

De manera adicional o alternativa, los parametros, métricas, entradas, salidas y/u otros datos adecuados descritos en
la presente memoria pueden asociarse con tipos de valores que incluyen uno o méas de: puntuaciones, valores binarios,
clasificaciones, niveles de confianza, identificadores (por ejemplo, identificadores de muestras, identificadores de
moléculas QCT, etc.), valores a lo largo de un espectro y/o cualquier otro tipo de valores adecuado. Cualquier tipo
adecuado de datos descritos en la presente memoria puede usarse como entradas, generarse como salidas y/o
manipularse de cualquier manera adecuada para cualquier componente adecuado asociado a las realizaciones del
método 100 y/o sistema 200.

Las realizaciones del sistema 200 pueden incluir adicional o alternativamente una red de manipulacién de muestras
configurada para generar moléculas (por ejemplo, moléculas QCT, bibliotecas de QCT, etc.), procesar muestras
biolbgicas y/o realizar otros procesos adecuados; un sistema de secuenciacion configurado para secuenciar material
genético procesado a partir de mezclas generadas a partir de muestras biolégicas y moléculas QCT; un sistema
informatico (por ejemplo, un sistema informatico remoto; un sistema informético local, etc.) configurado para analizar
las lecturas de secuencias, determinar grupos de lecturas de secuencias QCT, determinar parametros relacionados
con la secuenciacién, facilitar diagnésticos, facilitar el tratamiento y/o realizar otros procesos adecuados (por ejemplo,
procesos computacionales); y/o cualquier otro componente adecuado. Los componentes del sistema 200 pueden
integrarse fisica y/o légicamente de cualquier manera (por ejemplo, con cualquier distribucién adecuada de
funcionalidad entre los componentes, tal como en relacién con partes de las realizaciones del método 100, etc.). Sin
embargo, el método 100 y el sistema 200 se pueden configurar de cualquier manera adecuada.

2.1 Generacién de moléculas QCT.

Las realizaciones del método 100 pueden incluir generar un conjunto de moléculas QCT S110, que puede funcionar
para generar moléculas para ser usadas (por ejemplo, afladidas, procesadas, secuenciadas, etc.) en una o més etapas
(por ejemplo, pasos, fases, periodos, periodos de tiempo, etc.) de al menos una de la preparacion de una biblioteca
de secuenciacién y la secuenciacién (por ejemplo, secuenciacioén de alto rendimiento, etc.), tal como para facilitar el
procesamiento computacional posterior (por ejemplo, la determinacién de grupos de lecturas de secuencias QCT para
facilitar la determinacién de pardmetros relacionados con las secuencias, etc.).

Las moléculas QCT incluyen preferiblemente regiones asociadas a la diana (por ejemplo, una o mas regiones
asociadas a la diana por molécula QCT, etc.). Como se muestra en la FIGURA 2, las regiones asociadas a la diana
incluyen preferiblemente una similitud de secuencia (por ejemplo, similitud de secuencia completa; similitud de
secuencia que satisface una condicién umbral; similitud de secuencia de un nimero especifico de bases, etc.) con
una 0 mas regiones de la secuencia diana de una o mas moléculas diana (por ejemplo, moléculas diana endégenas;
que corresponden a una o mas dianas biolégicas, etc.), pero pueden incluir adicional o alternativamente cualquier
asociacién adecuada con cualquier componente adecuado de una o mas moléculas diana. Las regiones asociadas a
la diana preferiblemente permiten la coamplificaciéon de las moléculas QCT correspondientes (por ejemplo, que
incluyen las regiones asociadas a la diana, etc.) y moléculas de é&cido nucleico (por ejemplo, acidos nucleicos,
fragmentos de 4cidos nucleicos, etc.) que incluyen la regién de secuencia diana, lo que puede facilitar una precisién
mejorada en el recuento molecular (por ejemplo, al determinar los parametros de recuento de moléculas; teniendo en
cuenta los sesgos de amplificacion, etc.), pero puede permitir adicional o alternativamente cualquier proceso adecuado
asociado con la preparacion de una biblioteca de secuenciacién, la secuenciacién y/o porciones de las realizaciones
del método 100. En un ejemplo, la preparacién de una biblioteca de secuenciacién (por ejemplo, realizar la preparacion
de una biblioteca de secuenciacién S112) puede incluir la coamplificaciéon del conjunto de moléculas QCT y moléculas
de acido nucleico que incluyen la diana biol6gica, basandose en la similitud de secuencia de la regién asociada a la
diana y la regidén de secuencia diana de la diana biol6gica, y donde la determinacién del pardmetro relacionado con la
secuenciacidn puede incluir la determinacidén de un recuento de moléculas diana que describe el nUmero de moléculas
de la diana biolégica asociada con la secuenciacidn, basandose en el conjunto de grupos de lecturas de secuencias
QCT.

En las variaciones, las moléculas QCT pueden omitir las regiones asociadas a la diana. Por ejemplo, las moléculas
QCT se pueden usar con componentes de muestras que incluyen dianas biolégicas, sin asociacién con las dianas (por
ejemplo, sin tener una similitud predeterminada con las regiones de secuencias diana de las dianas biolégicas) y/o sin
la correspondiente coamplificacién con los componentes de las muestras (por ejemplo, moléculas de &cido nucleico
que incluyen las regiones de las secuencias diana, etc.). En los ejemplos, las moléculas QCT se pueden preprocesar
para adaptarlas a la secuenciacién, como cuando las moléculas QCT preprocesadas se pueden afiadir a una muestra
procesada adecuada para la secuenciacién, para cosecuenciarla sin necesidad de coamplificacién (p.ej., para mejorar
la facilidad de uso). Las moléculas QCT que omiten las regiones asociadas a la diana se pueden usar preferiblemente
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para facilitar la determinacién de los pardmetros de contaminacién, pero se pueden usar adicional o alternativamente
para facilitar cualquier determinacién de pardmetros relacionados con la secuenciacién adecuada. En un ejemplo
especifico, el conjunto de moléculas QCT se puede adaptar para una secuenciacién posterior (por ejemplo,
secuenciacidn de alto rendimiento como NGS, etc.), donde la generacidn del conjunto de moléculas QCT puede incluir
amplificar un primer subconjunto de moléculas QCT (por ejemplo, que incluyen cada uno una primera region
identificadora de QCT compartida, etc.) del conjunto de moléculas QCT,; y amplificar un segundo subconjunto de
moléculas QCT (por ejemplo, que incluyen cada una una segunda regién identificadora de QCT compartida, etc.) del
conjunto de moléculas QCT, donde las lecturas de secuenciacion de las moléculas QCT derivan de la secuenciacion
correspondiente a: una mezcla de QCT generada basandose en el primer subconjunto de moléculas QCT y la muestra
que incluye la diana bioldgica (por ejemplo, que incluye las primeras moléculas diana que corresponden a la diana
biolégica, etc.), y una mezcla de QCT adicional generada baséndose en el segundo subconjunto de moléculas QCT y
una muestra adicional que incluye la diana biolégica (por ejemplo, que incluye las segundas moléculas diana que
corresponden a la diana biolégica, etc.), donde la muestra y la muestra adicional corresponden respectivamente a un
primer compartimento de muestras y un segundo compartimento de muestras de los compartimentos de muestras.
Sin embargo, las regiones asociadas a la diana y/o las moléculas QCT que omiten las regiones asociadas a la diana
se pueden configurar de cualquier manera adecuada.

Las moléculas QCT incluyen preferiblemente una o més regiones de variacion (por ejemplo, una o mas regiones de
variacion por molécula QCT; regiones de variacidn adyacentes; regiones de variacion separadas, etc.). Como se
muestra en la FIGURA 2, una regién de variacién incluye preferiblemente una disimilitud de secuencia (por ejemplo,
disimilitud de secuencia completa; disimilitud de un nimero especifico de bases; disimilitud de secuencia parcial, etc.)
con una o mas regiones de secuencia (por ejemplo, distintas de una regidén de secuencia diana, etc.) de las moléculas
diana. Una regién de variaciéon puede incluir adicional o alternativamente una o més regiones EMI. En una variacién,
una region EMI puede incluir un conjunto de bases "N" variables (por ejemplo, una 0 méas bases "N" variables, etc.),
donde cada base "N" se selecciona (por ejemplo, se selecciona aleatoriamente; se selecciona segln distribuciones
estadisticas y/o probabilidades predeterminadas, etc.) de cualquiera de una base "A", una base "G", una base "T" y
una base "C". En una variacidn, una regién EMI puede incluir una regién sintetizada (por ejemplo, en una micromatriz;
mediante el uso de sintesis basada en silicio, etc.) que incluye una o méas bases especificas (por ejemplo, bases
disefiadas y sintetizadas, etc.), tales como regiones sintetizadas disefiadas para facilitar la determinacién del grupo
de lecturas de secuencias QCT (por ejemplo, maximizando la distancia de Hamming por pares entre regiones EMI,
etc.). En las variaciones, una molécula QCT puede incluir adicional o alternativamente una pluralidad de regiones EMI
(por ejemplo, una regién de variacién que incluye una pluralidad de regiones EMI; regiones EMI adyacentes; regiones
EMI separadas; regiones EMI que incluyen bases "N" variables; regiones EMI que incluyen regiones sintetizadas, etc.).
Por ejemplo, cada regién de variacién del conjunto de moléculas QCT puede incluir una regién identificadora molecular
incrustada que incluye un conjunto de bases "N" variables, donde cada base "N" se selecciona de cualquiera de una
base "A", una base "G", una base "T" y una base "C", donde cada molécula QCT del conjunto de moléculas QCT
incluye ademas una regién EMI adicional que incluye un conjunto adicional de bases "N" variables, donde la regién
EMI adicional estad separada de la region EMI por una regién de secuencia de la molécula QCT, tal como donde el
conjunto de bases "N" variables y el conjunto adicional de bases "N" variables pueden incluir cada uno un nimero
determinado (por ejemplo, predeterminado) de bases "N" (por ejemplo, mas de tres bases "N", mayor que cualquier
nimero adecuado de bases "N", un nimero exacto de bases "N", etc.), y donde la determinacién de un parametro
relacionado con la secuenciacién (por ejemplo, un pardmetro de contaminacién) puede basarse en grupos de lecturas
de secuencias QCT derivados basandose en las regiones EMI y las regiones EMI adicionales del conjunto de
moléculas QCT (por ejemplo, basados en las lecturas de secuencias EMI distintas que corresponden a pares de una
region EMI y una regién EMI adicional, etc.). En una variacién, una regién de variacién puede incluir adicional o
alternativamente un sintetizado.

En las variaciones, como se muestra en la FIGURA 2, una molécula QCT puede incluir una regién identificadora de
QCT que identifica la molécula QCT (y/u otras moléculas QCT adecuadas), tal como una region identificadora de QCT
compartida (por ejemplo, una regién de secuencia compartida, con disimilitud con respecto a una o méas regiones de
secuencia de las moléculas diana, etc.) que identifica las moléculas QCT que pertenecen a un conjunto de moléculas
QCT (por ejemplo, donde diferentes regiones identificadoras de QCT son Unicas para diferentes conjuntos de
moléculas QCT, etc.). En un ejemplo, la regién de variacion de cada molécula QCT de un primer conjunto de moléculas
QCT puede incluir una primera regién EMI separada de una segunda regién EMI por al menos una primera region
identificadora de QCT, donde cada molécula QCT adicional de un segundo conjunto de moléculas QCT puede incluir
una primera regién EMI adicional separada de una segunda regién EMI adicional por al menos una segunda region
identificadora de QCT. En un ejemplo, la primera regién EMI, la segunda regién EMI, la primera regiéon EMI adicional
y la segunda regién EMI adicional pueden incluir un conjunto de bases "N" variables, y donde cada base "N" se
selecciona de cualquiera de una base "A", una base "G", una base "T" y una base "C", y donde la determinacién
computacional del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT puede incluir la determinacién del conjunto de
grupos de lecturas de secuencias QCT baséandose en la primera y la segunda regiones identificadoras de QCT, y en
la primera regiéon EMI, la segunda regién EMI, la primera regién EMI adicional y la segunda regién EMI adicional. En
un ejemplo, para cada molécula QCT del primer conjunto de moléculas QCT, la secuencia de la molécula QCT
correspondiente se caracteriza por una similitud de secuencia completa con una primera plantilla de secuencia de la
diana bioldgica excepto por la primera regién identificadora de QCT, la primera regién EMI, y la segunda regiéon EMI;
y donde, para cada molécula QCT adicional del segundo conjunto de moléculas QCT, la secuencia de la molécula
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QCT adicional correspondiente se caracteriza por una similitud de secuencia completa con una segunda plantilla de
secuencia excepto por la segunda region identificadora de QCT, la primera regién EMI adicional y la segunda region
EMI adicional. En un ejemplo especifico, las secuencias de la molécula QCT pueden ser idénticas a la secuencia de
la molécula diana (por ejemplo, una 0 mas regiones de la secuencia de la molécula diana, etc.), excepto por dos
secciones separadas de secuencias 5N interrumpidas por una regién identificadora de QCT distinta previamente
determinada (por ejemplo, una secuencia identificadora Unica, etc.). En un ejemplo especifico, se pueden usar
regiones identificadoras de QCT (por ejemplo, una secuencia de ID de QCT Unica, como se muestra en la FIGURA 2,
etc.), para permitir el uso de multiples bibliotecas de QCT que se pueden afiadir en una etapa para el control interno
o en etapas diferentes para el seguimiento de la pérdida de dianas biolégicas de entrada u otros errores del usuario.
Adicional o alternativamente, las regiones identificadoras de QCT se pueden configurar de cualquier manera
adecuada. Sin embargo, las moléculas QCT pueden incluir cualquier combinaciéon adecuada de cualquier tipo
adecuado de regiones (por ejemplo, donde diferentes moléculas QCT incluyen el mismo o diferente tipo y/o nimero
de regiones; con cualquier similitud y/o disimilitud de secuencia adecuada con las regiones de secuencia de las
moléculas diana, etc.).

En las variaciones, el método 100 puede incluir adicional o alternativamente la generaciéon de una o més bibliotecas
de QCT (por ejemplo, cada biblioteca de QCT que incluye moléculas QCT, etc.), donde una biblioteca de QCT puede
incluir miltiples conjuntos de moléculas QCT donde cada conjunto de moléculas QCT se puede identificar mediante
una region identificadora de QCT diferente. En un ejemplo, la generacién de una biblioteca de QCT puede incluir
amplificar diferentes conjuntos de moléculas QCT (por ejemplo, para la preparacién para la secuenciacién, como
cuando las moléculas QCT se amplifican antes de la adicién a uno 0 mas componentes de una muestra para generar
una mezcla de QCT, etc.). En los ejemplos, la generaciéon de una biblioteca de QCT puede incluir determinar una
cantidad de moléculas QCT para incluirlas en la biblioteca de QCT. En un ejemplo especifico, se pueden usar las
soluciones al problema del cumpleafios para determinar el nimero méaximo de moléculas QCT Unicas que deben
incluirse en cada muestra dada una diversidad particular de moléculas QCT, como donde, para 4'° secuencias, que
se pueden generar mediante 10 bases N variables en una molécula QCT, se pueden usar hasta 1200 moléculas QCT
con una probabilidad de ~0,5 de una Unica colisién de EMI vélida (exp(-1200*1199/2/47°)~0,5), y donde con 200
moléculas QCT, la probabilidad de una Unica colisién valida es del -2%. En un ejemplo especifico, la generacion de
una biblioteca de QCT puede incluir generar una biblioteca de QCT adaptada para la utilizacién (por ejemplo, en una
Unica etapa de al menos una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién de alto
rendimiento, etc.) de menos de 0,00001 nanogramos (y/u otras cantidades adecuadas) de moléculas QCT
amplificables para cada muestra de un conjunto de muestras. Sin embargo, la determinacién del nimero de moléculas
QCT a incluir en una biblioteca de QCT y la generacién de las bibliotecas de QCT se pueden realizar de cualquier
manera adecuada.

En un ejemplo, las bibliotecas de QCT se pueden generar sintetizando secuencias oligonucleotidicas de cadena
complementaria hacia secuencias oligonucleotidicas monocatenarias que contienen secuencias de "N" variables. En
un ejemplo especifico, se pueden generar bibliotecas de QCT bicatenarias resuspendiendo e hibridando los ultrameros
de QCT con una secuencia cebadora complementaria, prolongando las secuencias mediante el uso del fragmento
Klenow (exo-) y tratando con exonucleasa |. El producto final se puede purificar para eliminar las moléculas de ADN
monocatenarias no utilizadas y las bibliotecas de QCT se pueden cuantificar mediante ensayos fluorométricos como
el ensayo Qubit HS, a partir del cual se puede calcular el nUmero de moléculas QCT que se afiadirdn a cada muestra
utilizando el peso molecular esperado de las moléculas QCT bicatenarias.

Sin embargo, la generacidén de moléculas QCT S110 se puede realizar de cualquier manera adecuada.
2.2 Determinacién de un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT.

Las realizaciones del método 100 pueden incluir la determinacién de uno o mas grupos S120 de lectura de secuencias
QCT, que pueden funcionar para agrupar las lecturas de secuencias de moléculas QCT (por ejemplo, después de la
preparacién y secuenciacién de la biblioteca de secuenciacién, etc.) para facilitar la determinacién de pardmetros
relacionados con la secuenciacion.

Los grupos de lecturas de secuencias QCT incluyen preferiblemente las lecturas de secuencias de moléculas QCT
(por ejemplo, derivadas de la secuenciacién que corresponde a una o mas mezclas de QCT generadas en base a uno
o0 mas conjuntos de moléculas QCT y una 0 més muestras que incluyen la diana biolégica, etc.), pero pueden incluir
adicional o alternativamente cualquier lectura adecuada y/o componente asociado con la secuenciacién.

Las lecturas de secuencias de moléculas QCT se pueden agrupar computacionalmente, como para la determinacién
de la identidad de uno 0 mas conjuntos de moléculas QCT que se han dispensado en cada muestra. Se pueden utilizar
varios enfoques de agrupamiento computacional, que incluyen, entre otros, el anélisis de componentes principales, K-
medias, agrupamiento jerarquico y/o cualquier enfoque de agrupamiento basado en la identidad de secuencia.
Adicional o alternativamente, el agrupamiento, los anélisis computacionales asociados con el agrupamiento (por
ejemplo, el preprocesamiento, filtrado, etc.) y/o cualquier otra parte adecuada de las realizaciones del método 100
pueden aplicar enfoques de inteligencia artificial (por ejemplo, enfoques de aprendizaje automatico, etc.) que incluyen
uno o mas de: aprendizaje supervisado (p. ej., el uso de regresidn logistica, uso de redes neuronales de
retropropagacién, uso de bosques aleatorios, arboles de decisién, etc.), aprendizaje no supervisado (p. €j., el uso de
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un algoritmo Apriori, el uso del agrupamiento de K-medias), aprendizaje semisupervisado, un algoritmo de aprendizaje
profundo (por ejemplo, redes neuronales, una maquina de Boltzmann restringida, un método de red de creencias
profundas, un método de red neuronal convolucional, un método de red neuronal recurrente, un método de
autocodificador automatico apilado, etc.), aprendizaje por refuerzo (por ejemplo, mediante el uso de un algoritmo de
Q-learning, mediante el uso de aprendizaje por diferencia temporal), un algoritmo de regresién (por ejemplo, minimos
cuadrados ordinarios, regresion logistica, regresién por pasos, splines de regresién adaptativa multivariante,
suavizado de diagramas de dispersién estimados localmente, etc.), un método basado en ejemplos (por ejemplo,
k-vecinos mas cercanos, cuantificacién de vectores de aprendizaje, mapa autoorganizado, etc.), un método de
regularizacioén (por ejemplo, regresién de crestas, operador de seleccidén y contraccidn minima absoluta, red elastica,
etc.), un método de aprendizaje de arbol de decisién (por ejemplo, arbol de clasificacién y regresién, dicotomizador
iterativo 3, C4.5, deteccién automética de interaccién chi-cuadrado, mufién de decisién, bosque aleatorio, splines de
regresion adaptativa multivariante, maquinas de aumento de gradiente, etc.), un método bayesiano (por ejemplo,
Bayes ingenuo, estimadores promediados de una dependencia, red de creencias bayesianas, etc.), un método de
kernel (por ejemplo, una maquina de vectores de soporte, una funcién de base radial, un analisis discriminante lineal,
etc.), un método de agrupamiento (por ejemplo, agrupamiento de k-medias, maximizacién de expectativas, etc.), un
algoritmo de aprendizaje de reglas asociadas (por ejemplo, un algoritmo Apriori, un algoritmo Eclat, etc.), un modelo
de red neuronal artificial (por ejemplo, un método Perceptron, un método de retropropagacién, un método de red
Hopfield, un método de mapa autoorganizado, un método de cuantificacién de vectores de aprendizaje, etc.), un
método de reduccién de dimensionalidad (por ejemplo, analisis de componentes principales, regresién parcial de
minimos cuadrados, mapeo de Sammon, escalado multidimensional, busqueda de proyecciones, etc.), un método de
conjunto (por ejemplo, impulso, agregacidén de arranque, AdaBoost, generalizacidén apilada, método de maquina de
impulso de gradiente, método de bosque aleatorio, etc.) y/o cualquier enfoque de inteligencia artificial adecuado.

La determinacidn de los grupos de lecturas de secuencias QCT se basa preferiblemente en una o mas regiones (por
ejemplo, regiones de variacion; regiones identificadoras de QCT, etc.) de las moléculas QCT (por ejemplo, basandose
en las lecturas de secuencias que corresponden a las regiones de las moléculas QCT, etc.), pero puede basarse
adicional o alternativamente en cualquier dato adecuado. En un ejemplo especifico, después de que las moléculas
QCT (p. €j., plantillas de control de calidad asociadas a la diana, etc.) se combinen con los componentes de la muestra,
y se amplifique la diana biol6gica (p. €j., moléculas de &cido nucleico que incluyen la regién de secuencia diana, etc.)
mediante el uso de cebadores complementarios tanto de la regién de secuencia diana como de la secuencia de la
molécula QCT (por ejemplo, regiones asociadas a la diana de las moléculas QCT, etc.), las moléculas pueden
indexarse para la multiplexacién, secuenciarse y las lecturas de la secuenciacién pueden separarse basandose en
sus indices de multiplexacion. En un ejemplo especifico, las lecturas indexadas se pueden agrupar en diferentes
grupos de QCT por las regiones identificadoras de QCT (por ejemplo, las secuencias ID de QCT, etc.) o se pueden
identificar basandose en las coincidencias de secuencias exactas con las secuencias QCT esperadas (excepto las
regiones de variacién como la regién EMI, etc.). En un ejemplo, la determinacién (por ejemplo, computacionalmente,
etc.) de un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT puede incluir agrupar una primera lectura de secuencias
de moléculas QCT y una segunda lectura de secuencias de moléculas QCT en un grupo de lecturas de secuencias
QCT, del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT, basandose en una similitud de secuencia de las regiones
de variacién (por ejemplo, entre una primera regién de variacién de la primera molécula QCT y una segunda regioén
de variacion de la segunda molécula QCT, etc.) que satisface una primera condicién (por ejemplo, menos de un
nimero umbral de bases de disimilitud, etc.), y para cada grupo de lecturas de secuencias QCT del conjunto de grupos
de lecturas de secuencias QCT, determinar una asignacion del grupo de lecturas de secuencias QCT a un identificador
de muestra (por ejemplo, a una muestra, a un compartimento de muestras asociado con la preparacién de una
biblioteca de secuenciacion y/o la secuenciacion, etc.) de un conjunto de identificadores de muestras que identifican
el conjunto de muestras, como cuando la determinacién del parametro relacionado con la secuenciacion (por ejemplo,
un parametro de contaminacién, etc.) puede basarse en el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT y las
asignaciones de los grupos de lecturas de secuencias QCT a los identificadores de muestras del conjunto de
identificadores de muestras. En un ejemplo especifico, la agrupacién de la primera y la segunda lecturas de secuencias
QCT puede incluir agrupar la primera y la segunda lecturas de secuencias QCT en el grupo de lecturas de secuencias
QCT baséndose en la similitud de secuencia de la regién de variacion de menos de tres sustituciones puntuales, y
basédndose en una profundidad de lectura asociada con el grupo de lecturas de secuencias QCT que satisface una
segunda condicién (por ejemplo, profundidad de lectura mayor de 20 por grupo de lecturas de secuencias QCT,
profundidad de lectura mayor de 30; profundidad de lectura mayor de cualquier valor adecuado, etc.). En un ejemplo
especifico, se puede afiadir una lectura de secuencias de moléculas QCT (por ejemplo, una lectura de secuencias que
incluye una secuencia de una regién EMI) si se observa otra lectura de secuencias de moléculas QCT con 2 0 menos
sustituciones puntuales en el mismo pocillo a una mayor profundidad de lectura. En un ejemplo especifico, cada EMI
se asigha a una muestra particular y al correspondiente pocillo e indice o pares de indices.

En las variaciones, la determinaciéon de los grupos de lecturas de secuencias QCT puede incluir determinar y/o
descartar (por ejemplo, filtrar, etc.) los grupos de lecturas de secuencias QCT no validos (por ejemplo, grupos de EMI
no validos, etc.). En un ejemplo, como se muestra en la FIGURA 10, los grupos de lecturas de secuencias QCT no
vélidos pueden incluir grupos de lecturas de secuencias QCT con una profundidad de lectura por debajo y/o en un
umbral (por ejemplo, 20 0 menos lecturas; 30 o menos lecturas; un umbral de cualquier profundidad de lectura
adecuada, etc.), y/o satisfacer cualquier condicién adecuada (por ejemplo, un nimero de lecturas que coincidan con
las condiciones de profundidad de lectura predeterminadas, etc.), tal como cuando los grupos de lecturas de
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secuencias QCT no validos se pueden descartar para el recuento de moléculas. En un ejemplo especifico, se pueden
usar grupos de lecturas de secuencias QCT vélidos (por ejemplo, los grupos de lecturas de secuencias QCT restantes
después de descartar los grupos de lecturas de secuencias QCT no validos, etc.) para determinar la relacién entre el
numero de plantilla de control de calidad y el recuento de lecturas de secuencias para cada muestra (por ejemplo,
cuando la relacién se puede utilizar como factor de correccién para cuantificar el nUmero de moléculas diana, etc.). En
un ejemplo especifico, como se muestra en la FIGURA 10, a una profundidad de lectura de EMI promedio >30, los
grupos de lecturas de secuencias QCT vélidos frente a los no validos (por ejemplo, grupos de EMI, etc.) pueden
identificarse claramente mediante una marcada disminucién en la profundidad de secuenciacién, y a profundidades
de lectura promedio mas bajas, se pueden usar enfoques adaptativos (por ejemplo, la determinacién del umbral de
profundidad de lectura adaptativa, etc.) para identificar los EMI validos frente a los no vélidos. En un ejemplo especifico,
la determinacién de un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT puede incluir determinar un subconjunto
filtrado de grupos de lecturas de secuencias QCT (por ejemplo, grupos de lecturas de secuencias QCT validos, etc.)
baséndose en las profundidades de lectura (por ejemplo, que satisfacen unas condiciones de umbral de profundidad
de lectura y/u otras condiciones adecuadas, etc.) que corresponden al subconjunto filtrado de grupos de lecturas de
secuencias QCT, como cuando se determina un parametro relacionado con la secuenciacién (por ejemplo, el recuento
de moléculas diana, como el nimero de moléculas diana presentes en la muestra original, etc.) puede incluir la
determinacién de un recuento de moléculas QCT baséndose en el subconjunto filtrado de grupos de lecturas de
secuencias QCT (por ejemplo, donde el niumero de grupos de lecturas de secuencias QCT en el subconjunto filtrado
de grupos de lecturas de secuencias QCT puede corresponder al recuento de moléculas QCT; etc.); determinar una
relacién de factor de correccién basandose en el recuento de moléculas QCT vy las lecturas de secuencias de
moléculas QCT (por ejemplo, dividiendo el recuento de moléculas QCT por las lecturas de secuencias de moléculas
QCT, etc.); y determinar el recuento de moléculas diana basandose en la relacién del factor de correccién y las lecturas
de la secuencia de la molécula diana derivadas de la secuenciacion (por ejemplo, multiplicando el nimero de lecturas
de la secuencia de la molécula diana por la relaciéon del factor de correccidn, etc.), las lecturas de la secuencia de la
molécula diana asociadas con la diana biolégica (por ejemplo, que incluye la regién de secuencia diana de la molécula
diana, etc.). En un ejemplo especifico, el método 100 puede incluir determinar de forma adaptativa un umbral de
profundidad de lectura basandose en las caracteristicas de distribucién de la profundidad de lectura para las lecturas
de secuencias de moléculas QCT, y donde determinar el subconjunto filtrado de grupos de lecturas de secuencias
QCT puede incluir determinar el subconjunto filtrado basandose en la satisfaccion del umbral de profundidad de lectura
determinado adaptativamente por las profundidades de lectura. En un ejemplo especifico, cada profundidad de lectura
de las profundidades de lectura puede corresponder a méas de veinte lecturas (y/u otro nimero adecuado de lecturas,
etc.) para el grupo de lecturas de secuencias QCT correspondiente del subconjunto filtrado de grupos de lecturas de
secuencias QCT. En los ejemplos, debido a errores de secuenciacidén y de PCR, los grupos de lecturas de secuencias
QCT no vélidos pueden no ser validos debido a aspectos distintos a la contaminacidn. Adicional o alternativamente,
la determinacién de los grupos de lecturas de secuencias QCT vélidos o no vélidos se puede realizar de cualquier
manera adecuada. Sin embargo, la determinacién de los grupos S120 de lecturas de secuencias QCT se puede
realizar de cualquier manera adecuada.

2.3 Determinacién de un parametro relacionado con la secuenciacién.

Las realizaciones del método 100 pueden incluir la determinacién de uno o mas parametros S130 relacionados con la
secuenciacion.

Los parametros relacionados con la secuenciaciéon pueden incluir uno o mas de: pardmetros de contaminacién (por
ejemplo, que describen la contaminacién asociada con la preparacién y/o secuenciacién de la biblioteca de
secuenciacidn, tal como entre diferentes usuarios, muestras, experimentos, etc.); pardmetros de recuento de
moléculas (por ejemplo, que describen un nimero de moléculas, tales como las moléculas diana y/o las moléculas
QCT, inicialmente presentes en una muestra y/o mezcla determinada, etc.); parametros de seguimiento de muestras
(por ejemplo, asociados con la pérdida de muestra, etc.); pardmetros de error en el procesamiento de muestras (por
ejemplo, que describen el ruido; operaciones erréneas en el procesamiento de muestras tales como errores de pipeta;
errores sisteméticos, etc.); pardmetros de error de cuantificacion (por ejemplo, que describen los errores de
cuantificacién, etc.); pardmetros de error de anélisis (por ejemplo, que describen los errores de analisis computacional,
etc.); y/o cualquier parametro adecuado asociado con la preparacion de una biblioteca de secuenciacion, la
secuenciacidn, el analisis de la asociacién y/u otros aspectos adecuados. En un ejemplo, como se muestra en la
FIGURA 11, se pueden usar los nimeros de moléculas QCT determinados en una pluralidad de muestras para
determinar los errores de procesamiento de muestras que describen el ruido y/o el procesamiento errbneo de
muestras; donde se puede afiadir el mismo volumen de moléculas QCT, que corresponde aproximadamente a ~200
moléculas QCT Unicas, a cada muestra antes de la PCR, y se pueden determinar los grupos de lecturas de secuencias
QCT vaélidos (por ejemplo, grupos de EMI, etc.) a partir de los datos de secuenciacidén posteriores a la PCR y la
secuenciacidn; donde el coeficiente de variacién (CV) esperado para ~200 moléculas QCT es sqrt(200)/200 ~7%, lo
cual es coherente con los datos observados que se muestran en la FIGURA 11 en las 12 muestras; donde si alguna
muestra cae por debajo de un cierto umbral (por ejemplo, 3 sigmas, 200-3*sqrt(200) ~150 o un umbral menos estricto
de ~200/2~100), el resultado se puede utilizar para identificar el error de procesamiento de la muestra para esa
muestra en particular; y donde el nimero de moléculas QCT también se puede aumentar para determinar los
parametros de error del procesamiento de muestras adicionales que corresponden a menos del 7% de CV en un
proceso. En un ejemplo, la determinacion del parametro relacionado con la secuenciacién puede incluir identificar las
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lecturas de secuencias QCT que no estan asignadas a un grupo de lecturas de secuencias QCT del conjunto de
grupos de lecturas de secuencias QCT;, y determinar al menos uno de una tasa de error de secuenciacion y una tasa
de error de la polimerasa (por ejemplo, tasas de error de secuenciacién de extremo a extremo y de la polimerasa, etc.)
a partir de un nimero de lecturas de secuencias QCT que no estén asignadas y un numero total de lecturas de
secuencias QCT. En los ejemplos especificos, cualquier secuencia que tenga regiones variables (por ejemplo,
regiones de variaciéon de la diana, regiones de variaciéon de referencia, etc.) respecto de las secuencias diana o de
referencia pero que no sean idénticas en secuencia a una secuencia del grupo de lecturas de QCT se debe a errores
de la secuencia o de la polimerasa. En un ejemplo especifico, los recuentos de lecturas de estas secuencias, divididos
por los recuentos totales de las lecturas de QCT, son la frecuencia combinada de errores de secuenciacion y de la
polimerasa. Los primeros, los errores de secuenciacién, pueden producirse por un proceso lineal, mientras que los
errores de la polimerasa pueden producirse por un proceso exponencial (por ejemplo, a menos que se emplee una
PCR lineal), en donde el efecto de un error en un ciclo anterior de la PCR puede amplificarse exponencialmente. Por
lo tanto, en un ejemplo especifico, al analizar la distribucidén de los recuentos de lecturas de secuencias que no estan
asignadas a los grupos de lecturas de QCT, se puede calcular la contribucién de los errores de secuenciacién frente
a la polimerasa. Sin embargo, la determinacién de las tasas de error de secuenciacion y/o las tasas de error de la
polimerasa se puede realizar de cualquier manera adecuada.

En las variaciones, la determinacién de los parametros relacionados con la secuenciaciéon puede basarse en el
procesamiento con una pluralidad de conjuntos de moléculas QCT (por ejemplo, diferentes conjuntos de moléculas
QCT identificadas por diferentes regiones identificadoras de QCT compartidas; diferentes conjuntos de moléculas QCT
desplegadas en diferentes etapas asociadas con la preparaciéon de las bibliotecas de secuenciacién yfo la
secuenciacion, etc.), tales como basados en diferentes subconjuntos de grupos de lecturas de secuencias QCT que
corresponden a los diferentes conjuntos de moléculas QCT. En un ejemplo, el método 100 puede incluir generar un
conjunto de moléculas QCT, y cada molécula QCT incluye una primera regién identificadora de QCT compartida entre
el conjunto de moléculas QCT y adaptada para identificar la molécula QCT, generar un conjunto de moléculas QCT
adicionales, y cada molécula QCT adicional incluye una segunda regién identificadora de QCT compartida entre el
conjunto de moléculas QCT adicionales y adaptada para identificar la molécula QCT adicional; determinar el conjunto
de grupos de lecturas de secuencias QCT baséndose en la primera y segunda regiones identificadoras de QCT; y
determinar el pardmetro relacionado con la secuenciacion basandose en el conjunto de grupos de lecturas de
secuencias QCT. En un ejemplo especifico, el conjunto de moléculas QCT se puede adaptar para la utilizacién en una
primera etapa de al menos una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién, donde el
conjunto de moléculas QCT adicionales se adapta para la utilizacién en una segunda etapa de la al menos una de la
preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacion, donde la determinacién computacional del conjunto
de grupos de lecturas de secuencias QCT incluye: determinar un primer subconjunto del conjunto de grupos de lecturas
de secuencias QCT (por ejemplo, basandose en la primera regién identificadora de QCT vy las primeras regiones de
variacion de las primeras moléculas QCT correspondientes, etc.), donde el primer subconjunto corresponde a la
primera regién identificadora de QCT y esta asociado con la primera etapa; y determinar un segundo subconjunto del
conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT (por ejemplo, basandose en la segunda regién identificadora de
QCT y las segundas regiones de variacion de las segundas moléculas QCT correspondientes, etc.), donde el segundo
subconjunto corresponde a la segunda regién identificadora de QCT y esta asociado con la segunda etapa; y donde
la determinacién del pardmetro relacionado con la secuenciacién incluye la determinacién de un parametro de
seguimiento de muestras asociado con la pérdida de muestra, basandose en el primer y segundo subconjuntos del
conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT.

En un ejemplo, la determinacién de un parametro relacionado con la secuenciacién puede incluir determinar un primer
recuento absoluto y un segundo recuento absoluto correspondientes al conjunto de moléculas QCT y al conjunto de
moléculas QCT adicionales, respectivamente, basandose en el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT, y
determinar al menos uno de un parametro de error de pipeta y un parametro de error de cuantificacién basandose en
el primer y segundo recuentos absolutos.

En un ejemplo especifico, como se muestra en la FIGURA 12, el uso de las moléculas QCT en diferentes etapas
puede permitir la comparacién de los diferentes enfoques de preparacién de muestras; tales como cuando los
enfoques de purificacién de ADN pueden evaluarse mediante la adicién de 200 moléculas QCT1 (y/o cualquier nimero
adecuado de moléculas QCT) a cada muestra de plasma antes de la purificacién del ADN; donde el ADN se purificd
del plasma mediante el método de purificacién n.° 1 o el método de purificacién n.° 2, y las muestras de ADN resultantes
se amplificaron mediante PCR y se secuenciaron; donde se afiadieron 200 moléculas QCT2 (y/o cualquier nimero
adecuado de moléculas QCT) después de la purificaciéon del ADN pero antes de la amplificacion mediante PCR; donde
el nimero de grupos de lecturas de secuencias QCT vélidos que corresponden a las moléculas QCT2 fue similar en
dos muestras (dentro del ~25%), lo que indica que el procesamiento después de la purificacion no fue diferente para
estas dos muestras; y donde hubo ~3 veces menos grupos de lecturas de secuencias QCT validos para QCT1 para
el método de purificaciéon n.° 1, lo que indica que el método de purificacién n.° 1 da como resultado una pérdida
significativa de muestra (p. ¢j., de cfADN).

Sin embargo, la determinacién de los parametros S130 relacionados con la secuenciacion se puede realizar de
cualquier manera adecuada.
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2.3.A Determinacién de un parametro de contaminacién.

La determinacién de los pardmetros S130 relacionados con la secuenciacién puede incluir adicional o alternativamente
la determinacién de uno o mas parametros de contaminacién S132. Los pardmetros de contaminacién pueden incluir
uno o0 mas de un parametro de contaminacién cruzada (por ejemplo, que describe la contaminacién cruzada entre
muestras y/o compartimentos de muestras asociados con al menos una de la preparacién de una biblioteca de
secuenciacién y la secuenciacién; contaminacién cruzada entre diferentes usuarios, etc.), un pardmetro de
contaminacién por arrastre (por ejemplo, que describe la contaminacién por arrastre a través de una pluralidad de
casos de al menos una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién, etc.), un parametro
de contaminacién por saltos de indices (por ejemplo, que describe la contaminacién por saltos de indices asociada
con cebadores con saltos de indices, etc.). Los parametros de contaminacién pueden describir un grado de asignacion
incorrecta de indices (por ejemplo, asociado con la secuenciacién de alto rendimiento, etc.), como cuando un
parametro de contaminacién puede describir (por ejemplo, un efecto acumulativo de) la contaminacién cruzada (y/u
otra contaminaciéon adecuada) y la asighacién incorrecta de indices, y/o cualquier otra caracteristica adecuada
asociada con la preparacién de una biblioteca de secuenciacion y/o la secuenciacion.

En un ejemplo, la determinacién de un parametro de contaminacién puede incluir determinar un porcentaje o fraccioén
contaminante total para una muestra particular basandose en sumar las profundidades de lecturas para las secuencias
contaminantes (por ejemplo, que se encuentra que esta asociado con la muestra particular; que se encuentra que esta
en un compartimento de muestras correspondiente a la muestra, etc.) y dividirlo por el nimero total de lecturas (o el
nimero total de lecturas de secuencias de moléculas QCT asociadas con los grupos de lecturas de secuencias QCT
validos). En un ejemplo especifico, como se muestra en la FIGURA 10, se pueden determinar los parametros de
contaminacién, donde sila secuencia de un grupo de EMI no valido para la secuenciacién de la Muestra A se encuentra
como un grupo de EMI valido en otra muestra (Muestra B), indica que esta lectura en la Muestra A se debe a la
contaminacién de la Muestra B; donde, al encontrar y sumar las profundidades de lecturas para todas esas secuencias
contaminantes y dividir por el niUmero total de lecturas (o el nUmero total de lecturas que se asignan a los grupos de
EMI vélidos), se puede determinar un porcentaje o fraccién total de contaminacién para una muestra en particular; y
donde el porcentaje o fraccién contaminante total se puede utilizar en el anélisis del nivel méaximo de sensibilidad y
especificidad analitica que el ensayo clinico puede informar, y/o como umbral para informar un ensayo fallido y/o un
resultado ininterpretable en lugar de un falso positivo; como cuando, si un ensayo en particular requiere la deteccidn
de fracciones de alelos del 0,1%, se puede utilizar una fracciéon de contaminacién total igual o superior al 0,1% para
esa muestra para identificar un resultado ininterpretable; y donde, alternativamente, el conocimiento de las fracciones
alélicas de las muestras contaminantes se puede utilizar para adaptar este umbral (es decir, para la medicién de un
alelo particular en una muestra determinada, un 1% de contaminacién de otra muestra que tiene un 10% para el mismo
alelo tiene el mismo efecto que una contaminacién del 10% de una muestra que tiene ese alelo al 1%).

En un ejemplo especifico, como se muestra en las FIGURAS 4A-4D, la contaminacién se puede medir identificando
el origen y el destino de las lecturas de secuencias de moléculas QCT (por ejemplo, las lecturas de las secuencias
EMI, etc.) en cada compartimento de muestras (por ejemplo, un pocillo, etc.). En un ejemplo especifico, si se observa
la misma lectura de secuencias de moléculas QCT (por ejemplo, la misma lectura de secuencias EMI) en una pluralidad
de compartimentos de muestras (por ejemplo, una pluralidad de pocillos, etc.), la lectura de secuencias de moléculas
QCT puede marcarse como originaria del compartimento de muestras, de la pluralidad de compartimentos de
muestras, con la mayor profundidad de lectura y puede considerarse un contaminante en los otros compartimentos de
muestras de la pluralidad de compartimentos de muestras (por ejemplo, los otros pocillos, etc.). En un ejemplo
especifico, la determinacién de un pardmetro de contaminacién puede incluir la identificacion de un primer y un
segundo grupo de lecturas de secuencias QCT que corresponden a una secuencia de regidén de variacion compartida,
donde las asignaciones del primer y segundo grupo de lecturas de secuencias QCT son para identificadores de
muestras distintos (p. ej., que identifican distintos compartimentos de muestras; distintas muestras, etc.) del conjunto
de identificadores de muestras; generar una comparacion de profundidades de lectura entre una primera profundidad
de lectura asociada con el primer grupo de lecturas de secuencias QCT y una segunda profundidad de lectura asociada
con el segundo grupo de lecturas de secuencias QCT, y basandose en la comparacion de la profundidad de lectura,
determinar el parametro de contaminaciéon asociado con una muestra identificada por un identificador de muestra
distinto de los identificadores de muestras distintos.

En un ejemplo, la determinaciéon de un parametro de contaminaciéon puede incluir determinar una primera huella
molecular asociada con la primera amplificacién en un primer caso de la preparacién de una biblioteca de
secuenciacidn, basandose en un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT; determinar una segunda huella
molecular asociada con la segunda amplificacién en un segundo caso de la preparacién de una biblioteca de
secuenciacidn, basandose en un conjunto adicional de grupos de lecturas de secuencias QCT, y basandose en una
comparacién entre la primera y la segunda huellas moleculares, determinar un parametro de contaminacién por
arrastre que describe la contaminacién por arrastre del primer caso al segundo caso.

En una variacién, la determinacién de un parametro de contaminacién puede incluir determinar pardmetros de

contaminacién por saltos de indices. En un ejemplo especifico, como se muestra en las FIGURAS 13A-13B, se pueden

usar moléculas QCT para facilitar la identificacién y eliminacién de cebadores contaminantes y/o con saltos de indices;

donde, como se muestra en la FIGURA 13A, cada muestra recibi6 un cédigo mediante un cebador de indexacion D7xx

correspondiente y se analizé en el mismo carril de celda de flujo de secuenciacién para un experimento de validacién;
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donde se encontré que D701 y D707 tenian altas fracciones contaminantes que se originan entre si, posiblemente
debido a que los oligos de indexacién D701 y D707 se sintetizaron en la misma columna de sintesis de oligos, error
de sintesis o saltos de indices, y donde el nivel es significativo al 5% y puede afectar a los resultados clinicos; y donde,
como se muestra en la FIGURA 13B, en los analisis posteriores con muestras clinicas, no se usaron los cebadores de
indexacion, lo que disminuyé el nivel maximo de contaminacién por debajo del 1%.

En un ejemplo especifico, como se muestra en la FIGURA 14, se pueden usar moléculas QCT para facilitar la medicion
de los niveles de contaminacion reales asociados con el uso de cebadores de indice dual Gnico; donde los cebadores
de indexacidén dual estandar pueden dar como resultado una contaminacién del 0,1% (como se muestra en las
Muestras 1 a 9), debido a una combinacidén de contaminacién verdadera de muestra a muestra, saltos de indices y/o
contaminacién por oligos de indexacién; donde se espera que la indexacién dual Unica reduzca el efecto de los saltos
de indices y la contaminacidn por oligos de indexacién a 0,001*0,001 ~1e-6; pero donde las mediciones indican hasta
un 0,03% (3e-5) de fracciones contaminantes en las reacciones con indexacidén dual Unica (como se muestra en las
Muestras 10 a 29), que es mayor que la contaminacién esperada 1e-6, lo que puede indicar la deteccidén de niveles
contaminacién verdadera en las condiciones de laboratorio para el ensayo concreto.

Sin embargo, la determinacién de los parametros de contaminacién S132 se puede realizar de cualquier manera
adecuada.

2.3.B Determinacién de un parametro de recuento de moléculas.

La determinacién de los pardmetros S130 relacionados con la secuenciacién puede incluir adicional o alternativamente
la determinacién de uno o mas pardmetros S134 de recuento de moléculas. Los parametros de recuento de moléculas
pueden incluir uno 0 més recuentos de moléculas diana (por ejemplo, el recuento absoluto de moléculas diana, como
en la muestra original; el recuento absoluto de moléculas diana endégenas, como en la muestra original; etc.);
recuentos de moléculas de referencia (por ejemplo, el recuento absoluto de moléculas de referencia endégenas, como
en la muestra original, etc.); recuentos de moléculas QCT (por ejemplo, que corresponden a una serie de grupos de
lecturas de secuencias QCT validos; que corresponden a una serie de moléculas QCT distintas afiadidas a los
componentes de la muestra; etc.); relaciones asociadas (por ejemplo, factores de correccidn; relaciones entre un
recuento de moléculas y un nimero asociado de lecturas de secuencia; etc.); y/o cualquier otro parametro adecuado
asociado con los recuentos de moléculas.

Los pardmetros de recuentos de moléculas se usan preferiblemente para facilitar uno o mas diagnésticos, pero se
pueden usar adicional o alternativamente (por ejemplo, como entradas) para cualquier parte adecuada de las
realizaciones del método 100.

En las variaciones, la determinacién de un parametro de recuento de moléculas (por ejemplo, recuento de moléculas
diana, etc.) puede basarse en una relacién de factor de correcciéon determinada basédndose en un recuento de
moléculas QCT (por ejemplo, correspondiente a una serie de grupos de lecturas de secuencias QCT, tales como un
nimero de grupos de lecturas de secuencias QCT validos, etc.) y lecturas de secuencias de moléculas QCT (por
ejemplo, un nimero de lecturas de secuencias de moléculas QCT correspondiente a los grupos de lecturas de
secuencias QCT, etc.), tal como multiplicando el nimero de lecturas de secuencias de moléculas diana por la relacidén
del factor de correccién. En un ejemplo especifico, el nUmero de grupos de lecturas de secuencias QCT no
contaminantes validos (p. €j., grupos de lecturas de secuencias QCT restantes después de descartar los grupos de
lecturas de secuencias QCT con 2 0 menos lecturas, y/o con cualquier nimero adecuado o menos de lecturas; etc.)
puede indicar el recuento de moléculas QCT (por ejemplo, el nimero de moléculas QCT para un compartimento de
muestras particular; para una muestra particular, para un identificador de muestra particular, etc.). En un ejemplo
especifico, dividiendo el recuento de moléculas QCT por las lecturas de secuenciacion resultantes de las
correspondientes moléculas QCT, se puede encontrar el factor de correccién, como por ejemplo donde el factor de
correccién se multiplica por las lecturas de secuenciacién que pertenecen a las moléculas diana (por ejemplo, en el
compartimento de muestras particular; de la muestra particular; asociado con el identificador de muestra particular,
etc.) daria como resultado un recuento de moléculas diana (por ejemplo, un nimero absoluto de moléculas diana
biolbgicas iniciales a las que se podia acceder mediante el ensayo para la amplificacién, etc.). En un ejemplo, la
profundidad de la secuenciacion de QCT promedio utilizada para determinar el recuento absoluto de las moléculas
diana enddgenas y el recuento absoluto de las moléculas de referencia enddgenas se determina por separado de sus
QCT correspondientes.

Alternativamente, en una variacién de una realizacién, el umbral de profundidad de lectura para descartar grupos de
lecturas de secuencias QCT (por ejemplo, para determinar los parametros de recuento de moléculas y/o los
parametros adecuados relacionados con la secuenciacién, etc.) se puede determinar de forma adaptativa basandose
en las caracteristicas de la distribucién de la profundidad de lectura de secuencias de moléculas QCT (por ejemplo, la
lectura de secuencias EMI). Por ejemplo, se puede establecer un umbral para cada muestra indexada calculando la
profundidad de lectura media de EMI dentro de cada muestra, calculando la raiz cuadrada de esta profundidad de
lectura media y descartando los grupos de lecturas de secuencias QCT con una profundidad de lectura por debajo de
la raiz cuadrada de la profundidad de lectura media. Adicional o alternativamente, los umbrales de profundidad de
lectura para descartar grupos de lecturas de secuencias QCT se pueden calcular de cualquier manera adecuada.
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Sin embargo, la determinacién de los parametros S134 de recuento de moléculas se puede realizar de cualquier
manera adecuada.

2.4 Facilitacién del diagnéstico.

Las realizaciones del método 100 pueden incluir adicional o alternativamente la facilitacién del diagnéstico S140, que
puede funcionar para ayudar, determinar, proporcionar y/o facilitar de otro modo uno o més diagndsticos para una o
mas afecciones.

La facilitacién de uno o mas diagnésticos puede incluir uno 0 mas de determinar uno o mas diagnésticos (por ejemplo,
basédndose en uno o méas parametros relacionados con la secuenciacién, etc.); proporcionar uno o mas diagnésticos
(por ejemplo, a uno 0 mas usuarios; a uno o mas proveedores de atencién médica, tal como para el uso por parte de
uno o mas proveedores de atencién médica para proporcionar diagnésticos médicos a pacientes, etc.); ayudar en uno
0 mas diagnésticos (por ejemplo, proporcionar uno 0 mas parametros relacionados con la secuenciacién y/u otros
parametros adecuados a uno o mas proveedores de atencién médica y/u otras entidades adecuadas, para el uso en
la determinacién de un diagnéstico, tal como en combinacién con otros datos, etc.); y/o cualquier proceso adecuado
asociado con el diagnéstico. Por ejemplo, ayudar en el diagnéstico puede incluir proporcionar un parédmetro de
contaminacién (por ejemplo, a un usuario; a un proveedor de atencién médica; etc.) adaptado para su uso en la
determinacién de un resultado de diagndstico para ensayos asociados con al menos una de pruebas prenatales no
invasivas y biopsias liquidas. En un ejemplo, la determinacién del recuento de moléculas diana (y/o pardmetros
adecuados relacionados con la secuenciacién, etc.) puede incluir determinar el recuento de moléculas diana (y/o los
parametros adecuados relacionados con la secuenciacidn, etc.) para facilitar el diagnéstico asociado con al menos
una de pruebas prenatales no invasivas y biopsias liquidas.

En las variaciones, la facilitaciéon del diagnéstico puede incluir facilitar el diagnéstico prenatal (por ejemplo, asociado
con pruebas prenatales no invasivas; para trastornos genéticos asociados y/o afecciones adecuadas, etc.). En un
ejemplo, la facilitacién del diagnéstico puede incluir facilitar el diagnéstico prenatal de uno o més trastornos genéticos
(por ejemplo, trastornos de un solo gen, anomalias cromosémicas, etc.) basédndose en el parametro de recuento de
moléculas diana y un parametro de recuento de moléculas de referencia (por ejemplo, basandose en una comparacion
entre el recuento absoluto de las secuencias diana enddgenas y el recuento absoluto de las secuencias de referencia
endbgenas, etc.).

En las variaciones, la facilitacion del diagnéstico puede incluir facilitar el diagnéstico de uno o mas trastornos de un
solo gen (y/o trastornos genéticos adecuados). Por ejemplo, la determinacién del recuento absoluto de moléculas
diana endégenas puede incluir determinar el recuento absoluto de las moléculas diana endégenas que incluyen una
mutacidn asociada con el trastorno de un solo gen (por ejemplo, basédndose en dividir el recuento total de lecturas para
las moléculas diana endbgenas por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio, tal como se obtiene
dividiendo un ndmero de lecturas de secuencias de moléculas QCT por el nimero Unico de moléculas QCT, etc.),
donde la determinacion del recuento absoluto de las moléculas de referencia endégenas puede incluir la determinacion
del recuento absoluto de las moléculas de referencia enddégenas que carecen de la mutacién (por ejemplo, basédndose
en dividir el recuento total de lecturas para las moléculas de referencia endégenas por la profundidad de la
secuenciacion de QCT promedio, etc.); y facilitar el diagnéstico prenatal del trastorno genético del trastorno de un solo
gen basandose en (por ejemplo, una comparacién entre, etc.) el recuento absoluto de las secuencias diana endégenas
y el recuento absoluto de las secuencias de referencia endégenas. En los ejemplos especificos, como se muestra en
las FIGURAS 15A-15D, el niumero de alelos de enfermedad y no enfermedad se puede medir y comparar en una
muestra para determinar el genotipo de un feto en desarrollo a partir de la sangre materna; donde la FIGURA 15A
incluye el nimero de moléculas de HbS (hemoglobina mutada) y HbA (hemoglobina normal) tal como se mide mediante
las moléculas QCT en muestras con rasgos de células falciformes (SCT) donde se espera que los alelos de HbS y
HbA tengan la misma frecuencia, lo que representa los casos en los que tanto la madre embarazada como el feto en
desarrollo son heterocigotos para el trastorno; donde la FIGURA 15B incluye el nUmero de moléculas de HbS y HbA
medidas por las QCT en muestras de anemia falciforme (SCD) con SCT+10%, que representan los casos en los que
la madre embarazada es portadora del trastorno y el feto en desarrollo ha heredado el alelo de la enfermedad de
ambos padres y por lo tanto tiene la enfermedad; donde la FIGURA 15C incluye una cantidad de moléculas y una
medicion de la fraccién fetal (por ejemplo, medicién en hasta 9 loci donde la madre y el feto difieren en el genotipo)
para el uso en el célculo de la probabilidad posterior de que el feto haya heredado el trastorno mediante un analisis
de la dosis de mutacién relativa (RMD); y donde la FIGURA 15D incluye la media y los intervalos de confianza del 95%
para una adicion de SCD del 0% frente al 10% a la muestra de SCT (por ejemplo, que representa el feto portador
frente a la enfermedad de una madre embarazada que es portadora del trastorno). Sin embargo, la facilitacién del
diagnéstico de trastornos de un solo gen se puede realizar de cualquier manera adecuada.

En las variaciones, la facilitacién del diagnéstico puede incluir facilitar el diagndstico de una o mas anomalias
cromosémicas (y/o trastornos genéticos adecuados). Por ejemplo, la determinacién del recuento absoluto de las
moléculas diana endbgenas puede incluir determinar el recuento absoluto de las moléculas diana endégenas
asociadas con un primer cromosoma (por ejemplo, basandose en dividir el recuento total de lecturas para las moléculas
diana enddgenas por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio, etc.), donde la determinacién del recuento
absoluto de las moléculas de referencia endégenas puede incluir la determinacidén del recuento absoluto de las
moléculas de referencia endégenas asociadas con un segundo cromosoma (por ejemplo, basandose en dividir el
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recuento total de lecturas para las moléculas de referencia endégenas por la profundidad de la secuenciacién de QCT
promedio, etc.); y facilitar el diagnéstico prenatal de la anomalia cromosdémica basandose en (por ejemplo, una
comparacién entre, etc.) el recuento absoluto de secuencias diana enddgenas y el recuento absoluto de secuencias
de referencia endégenas. En los ejemplos especificos, como se muestra en las FIGURAS 16A-16B, el numero de
Chr21 y otro cromosoma se puede contar de manera similar mediante el uso de las moléculas QCT para determinar
si hay un nimero excesivo de Chr21 (por ejemplo, en comparacién con otro cromosoma) para indicar que el feto tiene
sindrome de Down; donde, para una diferencia de 3 frente a 2 cromosomas que se cuentan, la sefial puede ser la
mitad de un trastorno recesivo hereditario (p. ej., HbSS frente a HbAS es una sefial de 2 frente a 1; un aumento del
100% frente a un aumento del 50%), lo que puede indicar el requisito de contar més de un locus en cada cromosoma
para mejorar la precisién en la medicién del sindrome de Down en el feto en desarrollo a partir del ADN circulante en
la sangre materna; y donde pueden usarse adicional o alternativamente partes de las realizaciones del método 100
para facilitar el diagndstico de otras mutaciones y/o anomalias cromosémicas de novo tales como la trisomia 18 y/o el
sindrome de DiGeorge.

En las variaciones, la facilitacién del diagnéstico puede incluir facilitar el diagnéstico de una o mas microdeleciones
cromosémicas. Por ejemplo, la determinacidén del recuento absoluto de las moléculas diana endégenas puede incluir
determinar el recuento absoluto de las moléculas diana endégenas asociadas con una regién de microdelecién,
basédndose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas diana endégenas por la profundidad de la
secuenciacién de QCT promedio, donde la determinacién del recuento absoluto de las moléculas de referencia
endbgenas puede incluir determinar el recuento absoluto de las moléculas de referencia endégenas asociadas con
una segunda regién cromosémica que no se espera que tenga una microdelecién, basandose en dividir el recuento
total de lecturas para las moléculas de referencia endégenas por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio,
y donde la facilitacién del diagnéstico (por ejemplo, el diagnéstico prenatal, etc.) del trastorno genético puede incluir
facilitar el diagnostico (por ejemplo, el diagnéstico prenatal, etc.) de la microdelecién cromosdémica basandose en la
comparacién.

En las variaciones, la facilitacién del diagnéstico puede incluir facilitar el diagnéstico de una o més variaciones del
nimero de copias. Por ejemplo, la determinacién del recuento absoluto de las moléculas diana enddgenas puede
incluir determinar el recuento absoluto de las moléculas diana endégenas asociadas con una regidén que puede tener
una variaciéon del nimero de copias, basandose en dividir el recuento total de lecturas para las moléculas diana
enddgenas por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio, donde la determinacién del recuento absoluto
de las moléculas de referencia endégenas puede incluir la determinacién del recuento absoluto de las moléculas de
referencia endégenas asociadas con una regién que no se espera que tenga una variacién del nimero de copias,
baséndose en dividir el recuento total de lecturas para las moléculas de referencia endégenas por la profundidad de
la secuenciacién de QCT promedio, y donde la facilitacién del diagnéstico (por ejemplo, diagnostico prenatal) del
trastorno genético puede incluir facilitar el diagnéstico (por ejemplo, diagnéstico prenatal) de la variacién del nUmero
de copias basandose en la comparacién.

Adicional o alternativamente, la facilitacién del diagnéstico puede ser para cualquier afeccién adecuada.

Como se muestra en las FIGURAS 15C y 16B, la facilitacién del diagnéstico puede basarse en una o mas mediciones
de la fraccion fetal. Por ejemplo, la facilitacién del diagnéstico prenatal puede incluir facilitar el diagnéstico prenatal del
trastorno genético basédndose en una medicién de la fraccién fetal, el recuento absoluto de secuencias diana
endégenas y el recuento absoluto de secuencias de referencia endégenas. Sin embargo, el uso de las mediciones de
la fraccién fetal se puede realizar de cualquier manera adecuada para cualquier proceso adecuado de las realizaciones
del método 100, y la facilitacién del diagnéstico S140 se puede realizar de cualquier manera adecuada.

Sin embargo, las realizaciones del método 100 se pueden realizar de cualquier manera adecuada.

Las realizaciones del método 100 y/o del sistema 200 pueden incluir cada combinacién y permutacién de los diversos
componentes del sistema y los diversos procesos del método, que incluyen cualquier variante (por ejemplo,
realizaciones, variaciones, ejemplos, ejemplos especificos, figuras, etc.), donde las partes de las realizaciones del
método 100 y/o los procesos descritos en la presente memoria se pueden realizar de forma asincrdnica (por ejemplo,
secuencialmente), concurrente (por ejemplo, en paralelo), o en cualquier otro orden adecuado mediante y/o usando
uno 0 mas casos, elementos, componentes y/u otros aspectos del sistema 200 y/u otras entidades descritas en la
presente memoria.

Las partes de las realizaciones del método 100 y/o del sistema 200 pueden realizarse y/o implementarse al menos en
parte como una maquina configurada para recibir un medio legible por computadora que almacena instrucciones
legibles por computadora. Las instrucciones pueden ejecutarse mediante componentes ejecutables por computadora
que pueden estar integrados con el sistema. El medio legible por computadora puede almacenarse en cualquier medio
legible por computadora adecuado tal como memorias RAM, ROM, memoria flash, EEPROM, dispositivos 6pticos (CD
o DVD), discos duros, unidades de disquete o cualquier dispositivo adecuado. EI componente ejecutable por
computadora puede ser un procesador general o especifico de la aplicacion, pero cualquier hardware dedicado
adecuado o dispositivo con combinacién de hardware/firmware puede ejecutar las instrucciones de forma alternativa
o adicional.
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REIVINDICACIONES

Un método para analizar una muestra materna obtenida de una mujer embarazada para facilitar la

determinacién prenatal de la presencia de un trastorno genético, y el método comprende:

+ afiadir a la muestra materna un conjunto de moléculas plantilla de control de calidad (QCT) asociadas con
el trastorno genético, y el conjunto de moléculas QCT comprende:

* regiones asociadas a la diana con similitud de secuencia respecto de una regién de secuencia
diana de las moléculas diana endégenas, y

* regiones de variacion con disimilitud de secuencia respecto de una regién de secuencia de las
moléculas diana enddgenas, en donde las regiones de variacidn comprenden una regidn
identificadora molecular incrustada que tiene una secuencia de nucleétidos Unica;

* generar una mezcla coamplificada basandose en la coamplificacién del conjunto de moléculas QCT y
moléculas de acido nucleico que comprenden la regiéon de secuencia diana de las moléculas diana
endbgenas;

* secuenciar la mezcla coamplificada;

* determinar computacionalmente un nimero Unico del conjunto de moléculas QCT, basandose en el nimero
de regiones de variacién distintas del conjunto de moléculas QCT que se detectan a partir de las lecturas de
secuencias de moléculas QCT identificadas durante la secuenciacién, en donde las lecturas de secuencias
de moléculas QCT corresponden al conjunto de moléculas QCT,;

» calcular la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio basandose en dividir el nimero de lecturas
de secuencias de moléculas QCT por el niUmero Gnico de moléculas QCT,

» determinar el recuento absoluto de las moléculas diana endégenas basandose en dividir el recuento de
lecturas total para las moléculas diana endégenas por la profundidad de la secuenciacion de QCT promedio;

* determinar el recuento absoluto de las moléculas de referencia endégenas basandose en dividir el recuento
de lecturas total para las moléculas de referencia endégenas por la profundidad de la secuenciaciéon de QCT
promedio; y

« facilitar la determinacidén prenatal de la presencia del trastorno genético basandose en una comparacion
entre el recuento absoluto de las secuencias diana endégenas y el recuento absoluto de las secuencias de
referencia enddgenas.

El método de la reivindicacién 1, en donde:
i) el trastorno genético comprende un trastorno de un solo gen,

en donde la determinacién del recuento absoluto de las moléculas diana endégenas comprende
determinar, basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas diana end6genas
por la profundidad de la secuenciacion de QCT promedio, el nimero de moléculas diana endbgenas
que tienen una mutacioén asociada con el trastorno de un solo gen, y

en donde la determinacién del recuento absoluto de las moléculas de referencia endégenas
comprende determinar, basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas de
referencia endégenas por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio, el nimero de
moléculas de referencia enddgenas que carecen de la mutacién; y en donde la facilitacién del
diagnéstico prenatal del trastorno genético comprende facilitar el diagnéstico prenatal del trastorno
de un solo gen baséndose en la comparacién;

i) el trastorno genético comprende una anomalia cromosémica,

en donde la determinacién del recuento absoluto de las moléculas diana endégenas comprende
determinar, basandose en dividir el recuento total de lecturas para las moléculas diana end6genas
por la profundidad de la secuenciacion de QCT promedio, el nimero de moléculas diana endbgenas
que estan asociadas con un primer cromosoma, en donde la determinacién del recuento absoluto
de las moléculas de referencia endégenas comprende determinar, basandose en dividir el recuento
de lecturas total para las moléculas de referencia endégenas por la profundidad de la secuenciacidn
de QCT promedio, el nimero de moléculas de referencia endégenas que estan asociadas con un
segundo cromosoma; y

en donde la facilitacion del diagnéstico prenatal del trastorno genético comprende facilitar el
diagnéstico prenatal de la anomalia cromosémica baséndose en la comparacién;
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iii) el trastorno genético comprende una microdelecién cromosdmica,

en donde la determinacién del recuento absoluto de las moléculas diana endégenas comprende
determinar, basandose en dividir el recuento total de lecturas para las moléculas diana end6genas
por la profundidad de la secuenciacion de QCT promedio, el nimero de moléculas diana endbgenas
que tienen la microdelecién cromosémica en una primera regiéon cromosdémica,

en donde la determinacién del recuento absoluto de las moléculas de referencia endégenas
comprende determinar, basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas de
referencia endégenas por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio, el nimero de
moléculas de referencia enddgenas que no se espera que tengan la microdelecién cromosdmica en
una segunda regién cromosémica; y

en donde la facilitacion del diagnéstico prenatal del trastorno genético comprende facilitar el
diagnéstico prenatal de la microdeleciéon cromosdémica basédndose en la comparacién; o

iv) el trastorno genético comprende una variacién del nimero de copias,

en donde la determinacién del recuento absoluto de las moléculas diana endégenas comprende
determinar, basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas diana end6genas
por la profundidad de la secuenciacion de QCT promedio, el nimero de moléculas diana endbgenas
asociadas con una regién que tiene una variacién del nimero de copias,

en donde la determinacién del recuento absoluto de las moléculas de referencia endégenas
comprende determinar, basandose en dividir el recuento de lecturas total para las moléculas de
referencia endégenas por la profundidad de la secuenciacién de QCT promedio, el nimero de
moléculas de referencia endégenas asociadas con una regién que no se espera que tenga una
variacidén del numero de copias, y

en donde la facilitacion del diagnéstico prenatal del trastorno genético comprende facilitar el
diagnéstico prenatal de la variacién del nUmero de copias basandose en la comparacion.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde la profundidad de la secuenciacion de QCT promedio utilizada
para determinar el recuento absoluto de las moléculas diana enddgenas y el recuento absoluto de las moléculas de
referencia endégenas se determina por separado a partir de sus QCT correspondientes.

4. El método de la reivindicaciéon 1, en donde la facilitacién de la determinacién prenatal de la presencia del
trastorno genético se basa ademas en una medicion de la fraccién fetal.

5. Un método para identificar la contaminacién asociada con al menos una de la preparacién de una biblioteca
de secuenciacién y la secuenciacién de alto rendimiento, y el método comprende:

* generar un conjunto de moléculas plantilla de control de calidad (QCT), y cada molécula QCT comprende:

* una region asociada a una diana con similitud de secuencia respecto de una regién de secuencia
diana de una diana biolégica, y

* una regién de variacién con disimilitud de secuencia respecto de una regién de secuencia de la
diana biolégica en donde la regién de variacidn comprende una region identificadora molecular
incrustada que tiene una secuencia de nucledtidos Unica; y

+ determinar computacionalmente un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT basandose en las
regiones de variacién del conjunto de moléculas QCT, basandose en el nimero de regiones de variacién
distintas del conjunto de moléculas QCT que se detectan a partir de las lecturas de secuencias de moléculas
QCT identificadas durante la secuenciacién, en donde las lecturas de secuencias de moléculas QCT
corresponden al conjunto de moléculas QCT,

* en donde el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT comprende las lecturas de
secuencias de moléculas QCT derivadas de la secuenciacién de alto rendimiento que corresponden
a un conjunto de mezclas de QCT generadas basandose en el conjunto de moléculas QCT y un
conjunto de muestras que comprenden la diana biolégica,

* en donde la preparacién de una biblioteca de secuenciacién comprende la coamplificacién del
conjunto de moléculas QCT y moléculas de &cido nucleico que comprenden la diana biolégica,
baséndose en la similitud de secuencia de la regién asociada a la diana y la regién de secuencia
diana de la diana biolégica en la que el conjunto de moléculas QCT se afiade a una concentracion
de menos de 0,00001 nanogramos de moléculas QCT amplificables por muestra a mas de una
muestra en la biblioteca de secuenciacion, y
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* en donde el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT permite la determinacién del
recuento de moléculas QCT que estaban en la mezcla antes de la coamplificacién; y

* baséndose en el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT, determinar un pardmetro de
contaminacién que describe la contaminacidén asociada con al menos una de la preparacién de una biblioteca
de secuenciacién y la secuenciacién de alto rendimiento.

El método de la reivindicacién 5, en donde la determinacién computacional del conjunto de grupos de lecturas

de secuencias QCT comprende:

donde:

8.

= agrupar una primera lectura de secuencias de moléculas QCT y una segunda lectura de secuencias de
moléculas QCT en un grupo de lecturas de secuencias QCT, del conjunto de grupos de lecturas de
secuencias QCT, basandose en una similitud de secuencia de las regiones de variacién entre una primera
region de variacion de la primera molécula QCT, y una segunda regién de variacidén de la segunda molécula
QCT, que satisface una primera condicién, y

* para cada grupo de lecturas de secuencias QCT del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT,
determinar una asignacién del grupo de lecturas de secuencias QCT a un identificador de muestra de un
conjunto de identificadores de muestras que identifican el conjunto de muestras,

* en donde la determinacién del parametro de contaminacién se basa ademés en las asignhaciones de los
grupos de lecturas de secuencias QCT a los identificadores de muestras del conjunto de identificadores de
muestras.

El método de la reivindicacién 5 o 6,

i) la determinacidn del parametro de contaminacién comprende:

* identificar un primer y un segundo grupo de lecturas de secuencias QCT que corresponden a una
secuencia de regién de variacidn compartida, en donde las asignaciones del primer y segundo
grupos de lecturas de secuencias QCT son a identificadores de muestras distintos del conjunto de
identificadores de muestras;

* generar una comparacién de profundidades de lectura entre una primera profundidad de lectura
asociada con el primer grupo de lecturas de secuencias QCT y una segunda profundidad de lectura
asociada con el segundo grupo de lecturas de secuencias QCT,; y

* basandose en la comparacién de profundidades de lectura, determinar el parametro de
contaminacién asociado con una muestra identificada por un identificador de muestra distinto de los
identificadores de muestras distintos; o

i) la determinacion del pardmetro de contaminacién comprende:

+ determinar una primera huella molecular asociada con la primera amplificacién en un primer caso
de la preparaciéon de una biblioteca de secuenciacién, basandose en el conjunto de grupos de
lecturas de secuencias QCT;

+ determinar una segunda huella molecular asociada con la segunda amplificacién en un segundo
caso de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién, basandose en un conjunto adicional de
grupos de lecturas de secuencias QCT; y

» basédndose en una comparacién entre la primera y la segunda huellas moleculares, determinar un
parametro de contaminacién por arrastre que describe la contaminacién por arrastre desde el primer
caso al segundo caso.

El método de la reivindicacion 6, en donde la agrupacién de la primera y segunda lecturas de secuencias

QCT en el grupo de lecturas de secuencias QCT se basa en la similitud de secuencia de la regién de variacion de
menos de tres sustituciones puntuales, y se basa ademas en una profundidad de lectura asociada con el grupo de
lecturas de secuencias QCT que satisface una segunda condicion.

9.

El método de la reivindicacién 5,

» en donde cada regién de variacidn del conjunto de moléculas QCT comprende una regién de identificador
molecular integrado (EMI) que comprende un conjunto de bases "N" variables, en donde cada base "N" se
selecciona de una cualquiera de una base "A", una base "G", una base "T" y una base "C",
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* en donde cada molécula QCT del conjunto de moléculas QCT comprende ademés una regién EMI adicional
que comprende un conjunto adicional de bases "N" variables, en donde la regiéon EMI adicional esta separada
de la regién EMI por una regién de secuencia de la molécula QCT, en donde el conjunto de bases "N"
variables y el conjunto adicional de bases "N" variables comprenden cada uno mas de tres bases "N", y

* en donde la determinacién del parametro de contaminacién se basa en el conjunto de grupos de lecturas
de secuencias QCT derivados basandose en las regiones EMI y las regiones EMI adicionales del conjunto
de moléculas QCT.

Un método de caracterizacién asociado con al menos una de la preparacién de una biblioteca de

secuenciacidn y la secuenciacién, y el método comprende:

11.

12.

* generar un conjunto de moléculas plantilla de control de calidad (QCT), y cada molécula QCT comprende:
* una regién asociada a una diana que coincide con una regién de secuencia diana de una molécula
diana; y

* una regién de variacién que no coincide con una regién correspondiente de la molécula diana, y la
regién de variacion comprende un identificador molecular incrustado que tiene una secuencia de
nucleétidos Unica;

* generar una mezcla que comprende el conjunto de moléculas QCT y moléculas de acido nucleico de una
muestra;

» coamplificar la mezcla;
* secuenciar la mezcla coamplificada para generar datos de secuenciacion;

» determinar computacionalmente un conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT, mediante el uso de
los datos de secuenciacién, basdndose en el nimero de regiones de variacién distintas del conjunto de
moléculas QCT identificadas en los datos de secuenciacion,

» determinar computacionalmente el recuento de moléculas QCT que estaban en la mezcla antes de la
coamplificacion basédndose en los grupos de lecturas de secuencias QCT,; y

* basandose en el recuento de moléculas QCT, determinar la abundancia absoluta de la molécula diana
asociada con al menos una de la preparacidén de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacion.

El método de la reivindicacién 10,

» en donde cada molécula QCT comprende una primera regidn identificadora de QCT compartida entre el
conjunto de moléculas QCT y adaptada para identificar la molécula QCT,

* en donde el método comprende ademas generar un conjunto de moléculas QCT adicionales, y cada
molécula QCT adicional comprende una segunda regién identificadora de QCT compartida entre el conjunto
de moléculas QCT adicionales y adaptada para identificar la molécula QCT adicional; y

* en donde la determinacién computacional del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT comprende
determinar el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT basandose en la primera y la segunda
regiones identificadoras de QCT.

El método de la reivindicacién 11,

» en donde el conjunto de moléculas QCT esta adaptado para su utilizacién en una primera etapa de al menos
una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacion,

» en donde el conjunto de moléculas QCT adicionales esta adaptado para su utilizacién en una segunda etapa
de al menos una de la preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacion,

* en donde la determinacién computacional del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT
comprende:

o determinar un primer subconjunto del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT, en donde
el primer subconjunto corresponde a la primera regién identificadora de QCT y esta asociado con la
primera etapa, y

o determinar un segundo subconjunto del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT, en
donde el segundo subconjunto corresponde a la segunda regién identificadora de QCT y esta
asociado con la segunda etapa; y
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* en donde la determinacién del pardmetro relacionado con la secuenciaciéon comprende determinar
un parametro de seguimiento de muestras asociado con la pérdida de muestra, basandose en el
primer y segundo subconjuntos del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT.

El método de la reivindicacion 11, en donde:
i) la determinacidn del parametro relacionado con la secuenciacién comprende:

» determinar un primer recuento absoluto y un segundo recuento absoluto correspondientes al
conjunto de moléculas QCT y al conjunto de moléculas QCT adicionales, respectivamente,
baséndose en el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT, y

* determinar al menos uno de un pardmetro de error de pipeta y un pardmetro de error de
cuantificacién basandose en el primer y segundo recuentos absolutos; o

i) la determinacion del pardmetro relacionado con la secuenciacién comprende:

* identificar las lecturas de secuencias QCT que no estan asignadas a un grupo de lecturas de
secuencias QCT del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT; y

+ determinar al menos uno de una tasa de error de secuenciacién y una tasa de error de la polimerasa
a partir de un numero de lecturas de secuencias QCT que no estan asignadas y un numero total de
lecturas de secuencias QCT.

El método de la reivindicacién 11,

» en donde la regién de variacién de cada molécula QCT comprende una primera regién identificadora
molecular (EMI) incrustada separada de una segunda regién EMI por al menos la primera regién identificadora
de QCT,

» en donde cada molécula QCT adicional comprende una primera regidn EMI adicional separada de una
segunda regién EMI adicional por al menos la segunda regién identificadora de QCT,

* en donde la primera regién EMI, la segunda regiéon EMI, la primera regién EMI adicional y la segunda regién
EMI adicional comprenden un conjunto de bases "N" variables, y en donde cada base "N" se selecciona de
cualquiera de una base "A", una base "G", una base "T" y una base "C",

* en donde la determinacién computacional del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT comprende
determinar el conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT basandose en la primera y segunda regiones
identificadoras de QCT, y en la primera regién EMI, la segunda regién EMI, la primera regién EMI adicional y
la segunda regién EMI adicional,

= en donde, opcionalmente, para cada molécula QCT, la secuencia de la molécula QCT correspondiente se
caracteriza por una similitud de secuencia completa con una primera plantilla de secuencia de la diana
bioldgica excepto por la primera regidn identificadora de QCT, la primera regién EMI y la segunda regiéon EMI,
y

* en donde, opcionalmente, para cada molécula QCT adicional, la secuencia de molécula QCT adicional
correspondiente se caracteriza por una similitud de secuencia completa con una segunda plantilla de
secuencia excepto por la segunda regidn identificadora de QCT, la primera regién EMI adicional y la segunda
regién EMI adicional.

El método de la reivindicacién 14,

en donde, para cada molécula QCT, la secuencia de la molécula QCT correspondiente se caracteriza por una
similitud de secuencia completa con una primera plantilla de secuencia de la diana bioldgica excepto por la
primera regién identificadora de QCT, la primera regién EMI| y la segunda regiéon EMI; en donde, para cada
molécula de QCT adicional, la secuencia de molécula QCT adicional correspondiente se caracteriza por una
similitud de secuencia completa con una segunda plantilla de secuencia excepto por la segunda regién
identificadora de QCT, la primera regién EMI| adicional y la segunda regién EMI adicional.

El método de la reivindicacién 10,

en donde la determinacién del conjunto de grupos de lecturas de secuencias QCT comprende determinar un
subconjunto filtrado de grupos de lecturas de secuencias QCT baséandose en las profundidades de lectura
que corresponden al subconjunto filtrado de grupos de lecturas de secuencias QCT,

en donde la determinacion del recuento de moléculas diana comprende:
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determinar el recuento de moléculas QCT basandose en el subconjunto filtrado de grupos de lecturas
de secuencias QCT,;

determinar una relacién de factor de correccién basandose en el recuento de moléculas QCT vy las
lecturas de secuencias de moléculas QCT; y

determinar el recuento de moléculas diana basandose en la relacién del factor de correccion y las
lecturas de la secuencia de la molécula diana derivadas de la secuenciaciéon, las lecturas de la
secuencia de la molécula diana asociadas con la diana biolégica.

17. El método de la reivindicaciéon 16, que comprende ademas determinar de forma adaptativa un umbral de
profundidad de lectura basandose en las caracteristicas de distribucién de la profundidad de lectura para las lecturas
de secuencias de moléculas QCT, en donde la determinacién del subconjunto filtrado de grupos de lecturas de
secuencias QCT comprende determinar el subconjunto filtrado basandose en la satisfaccién del umbral de profundidad
de lectura determinado adaptativamente por las profundidades de lectura.

18. El método de la reivindicacién 16, en donde cada profundidad de lectura de las profundidades de lectura
corresponde a mas de veinte lecturas para el grupo de lecturas de secuencias QCT correspondiente del subconjunto
filtrado de grupos de lecturas de secuencias QCT.

19. El método de la reivindicaciéon 10, en donde la determinacién del recuento de moléculas diana comprende
determinar el recuento de moléculas diana para facilitar el diagnéstico asociado con al menos una de las pruebas
prenatales no invasivas y biopsias liquidas.

20. El método de la reivindicacién 10, en donde la determinacién del parametro relacionado con la secuenciacidn
comprende determinar un pardmetro de contaminacién que comprende al menos uno de: un parametro de
contaminacién cruzada que describe la contaminacién cruzada entre compartimentos de muestras asociados con al
menos una de la preparacion de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacion, un parametro de contaminacion
por arrastre que describe la contaminacidén por arrastre a través de una pluralidad de casos de al menos una de la
preparacién de una biblioteca de secuenciacién y la secuenciacién, y un parametro de contaminacién por saltos de
indices que describe la contaminacién por saltos de indices asociada con cebadores con saltos de indices.

21. El método de la reivindicacién 20,
en donde el conjunto de moléculas QCT esta adaptado para la secuenciacién,
en donde la generacidn del conjunto de moléculas QCT comprende:
amplificar un primer subconjunto de moléculas QCT del conjunto de moléculas QCT; y
amplificar un segundo subconjunto de moléculas QCT del conjunto de moléculas QCT,

en donde las lecturas de secuenciacion de las moléculas QCT derivan de la secuenciacidn correspondiente
a:

la mezcla de QCT generada baséndose en el primer subconjunto de moléculas QCT y la muestra
que comprende la diana biolégica, y

una mezcla de QCT adicional generada basandose en el segundo subconjunto de moléculas QCT y
una muestra adicional que comprende la diana bioldgica, en donde la muestra y la muestra adicional
corresponden respectivamente a un primer compartimento de muestras y un segundo
compartimento de muestras de los compartimentos de muestras.

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 y 10, en donde la secuencia de nucleétidos Unica es una
secuencia de nucledtidos aleatoria.
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FIGURA 5A

El numero de lecturas puede diferir 2-3x entre diferentes
muestras incluso en la misma ejecucion de secuenciacion
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Tubo A de PCR - Muestra A
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Las QCT permiten la comparacion de diferentes
métodos de preparacion

FIGURA 12
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Fracciones contaminantes en diferentes muestras
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Fracciones contaminantes con indexacién dual estédndar frente a indexacién dual Unica
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