llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

PARA UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO. APENAS PARA EXPORTAGAO.

Utilizacao prevista

O lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx Kit € um conjunto de reagentes e consumiveis utilizado para preparar
bibliotecas de amostras a partir de ADN gendmico com origem em células e tecido humano para desenvolver
ensaios de diagndstico in vitro. Sdo necessarios painéis de sonda fornecidos pelo utilizador para a preparagao
de bibliotecas que visem regides gendmicas de interesse especificas. As bibliotecas de amostras geradas
destinam-se a ser utilizadas nos sistemas de sequenciagao lllumina. O lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx
inclui software para configuragao, monitorizagao e analise de execugdes de sequenciagao.

Principios do procedimento

O lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit destina-se a preparagao de bibliotecas de sequenciagado de ADN
enriguecidas para regides alvo a partir de ADN gendmico proveniente de células e tecido humanos.

Os painéis de oligonucledtidos biotinilados fornecidos pelo utilizador sdo necessarios para o enriquecimento do
alvo. O lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit € compativel com uma gama de tamanhos de painéis,
incluindo pequenos painéis (< 20.000 sondas) a grandes painéis (> 200.000 sondas). As bibliotecas de
amostras geradas destinam-se a ser sequenciadas nos sistemas de sequenciagéo da Illlumina.

O procedimento lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit consiste nos seguintes passos:

* Tagment Genomic DNA (Fragmentar e marcar ADN gendmico) — Usa Enrichment BLT Small eBLTS para
fragmentar e marcar a entrada de ADN. Durante a fragmentacgéo e a marcagao, o ADN gendmico é
fragmentado e marcado com adaptadores num sé passo. E necessario uma entrada minima de ADN de
50 ng para saturar o eBLTS na reagdo de fragmentagéo e marcagao. Quando saturado, o eBLTS fragmenta
um numero determinado de moléculas de ADN para gerar bibliotecas normalizadas com uma distribuicdo de
tamanho de fragmentos consistente.

* Post Tagmentation Cleanup (Limpeza posterior a fragmentagado e marcagdo) — Limpa o ADN marcado por
adaptagao no eBLTS para utilizagdo na amplificagao.

* Amplify Tagmented DNA (Amplificar ADN fragmentado e marcado) — Amplifica o ADN fragmentado e
marcado usando um programa para PCR de ciclo limitado. Sdo adicionados indices duais Unicos (UD) a
extremidade dos fragmentos de ADN, o que permite a introdugao dual de codigos de barra Unicos nas
bibliotecas de ADN e a gerac¢do de clusters durante a sequenciagao.

* Clean Up Libraries (Limpar bibliotecas) — Usa um procedimento de purificagado por esferas para purificar e
selecionar tamanhos do ADN amplificado.

* Pool Libraries (Criar pool de bibliotecas) — Combina bibliotecas de ADN com indices Unicos num pool de
até 12 bibliotecas. Pode criar um pool de bibliotecas por volume ou massa.
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* Hybridize Probes (Hibridizar sondas) — Consiste numa reagéao de hibridizagao durante a qual as bibliotecas
de ADN de cadeia dupla sdo desnaturadas e o painel de sondas de ADN biotiniladas é hibridizado com as
regides gendémicas alvo.

— lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit € compativel com varios painéis. lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit ndo inclui um painel de enriquecimento. Os painéis de sonda séo fornecidos pelo
utilizador e tém de cumprir as especificagdes necessarias. Os reagentes lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit sdo compativeis com painéis de oligonucledtidos de ADN lllumina de enriquecimento
e de terceiros que cumprem as especificagdes necessarias. Para mais informacdes sobre
especificagdes necessarias para painéis de terceiros, consulte Requisitos de painéis de sondas de
enriquecimento na pagina 11.

* Capture Hybridized Probes (Capturar sondas hibridizadas) — Utiliza Streptavidin Magnetic Beads (SMB3)
para capturar sondas biotiniladas hibridizadas com as regides alvo de interesse.

* Amplify Enriched Libraries (Amplificar bibliotecas enriquecidas) — Usa PCR para amplificar bibliotecas
enriquecidas.

* Clean Up Amplified Enriched Libraries (Limpeza de bibliotecas enriquecidas amplificadas) — Utiliza um
procedimento de purificagdo por esferas para purificar as bibliotecas enriquecidas prontas para
sequenciagao.

* Sequencing (Sequenciagado) — A sequenciagao de bibliotecas enriquecidas é realizada nos sistemas de
sequenciacdo MiSeqDx™, NextSeq 550Dx™ ou NovaSeq 6000Dx™. Para o MiSeqDx, o médulo DNA Generate
FASTQ Dx Local Run Manager integrado é utilizado para a configuragdo da execugdo de sequenciagao,
monitorizagao da execugao e geragdo FASTQ a partir de identificagdes de bases. Para NextSeq 550Dx com
DRAGEN Server e NovaSeq 6000Dx, a aplicacdo DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx é
utilizada para configuragdo de execugao e andlise secunddria com varios fluxos de trabalho disponiveis.

Limitacdes do procedimento

* Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit € compativel com ADN gendmico proveniente de células e tecido
humanos.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit € compativel com entradas de ADN gendmico de cadeia dupla de
50-1000 ng. O desempenho ndo é garantido com entradas que excedam estes limites.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ndo inclui reagentes para extragédo de ADN. Os resultados de
testes analiticos, incluindo testes de interferéncia, fornecidos em Carateristicas de desempenho na pagina
59 foram obtidos com sangue inteiro e espécimes FFPE, como tipos de amostras representativos com kits
de extragdo de ADN representativos. Todos os testes de diagndsticos desenvolvidos para utilizagdo com
reagentes do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit requerem validagdo completa para todos os aspetos
de desempenho com o kit de extragdo de ADN escolhido.
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* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ndo é recomendado para amostras FFPE de fraca qualidade com
ACq > 5. A utilizagao de amostras com ACq > 5 pode aumentar as probabilidades de falha da preparagao da
biblioteca e diminuir o desempenho do ensaio.

* Osreagentes do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit foram configurados e testados para a entrada de
amostras, reacdes de enriquecimento e plexagem indicados na seguinte tabela.

lllumina DNA Prep

. . Entrada de Reacdes de Plexagem de
with Enrichment Dx ) ] ] ]
Kit amostras enriquecimento enriquecimento
16-sample kit Baixa qualidade 16 reagdes 1-plex
(FFPE)
96-sample kit Elevada qualidade 8 reagdes 12-plex
(por ex., sangue
inteiro)

* O processamento da entrada de amostras FFPE foi testado e é recomendado exclusivamente para reagdes
de enriquecimento 1-plex, utilizando o kit de 16-sample kit.

* Paraokit de 96 amostras, é possivel utilizar plexagens ndo standard (2-plex a 11-plex), mas com as
seguintes limitagdes:
— O processamento de amostras em reagdes de enriquecimento 2-plex a 11-plex reduz significativamente
o rendimento do kit.

— Resultados otimizados ndo estdo garantidos. Para obter rendimentos de enriquecimento adequados em
plexagens ndo standard, pode ser necessaria uma otimizag&o adicional.

— Para estratégias de pooling de baixa plexagem (2-plex a 8-plex), é necessario selecionar adaptadores
de indice com sequéncias diversificadas de forma a otimizar o equilibrio de cores para uma
sequenciacdo e uma analise de dados bem-sucedidas. O mdédulo DNA Generate FASTQ Dx no MiSeqDx
e no NextSeq 550Dx fornece opgdes para combinagdes de indices equilibrados por cor durante a
configuragao do ensaio. Para mais informagdes sobre estratégias de pooling, consulte Métodos de
pooling na pagina 35.

* O lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit esta limitado a disponibilizar bibliotecas enriquecidas que sado
sequenciadas apenas no MiSeqDx, no NextSeq 550Dx e no NovaSeq 6000Dx. A utilizagdo de outros
sistemas de sequenciagao requer a validagdo completa para todos os aspetos de desempenho.

* Os painéis de enriquecimento ndo estao incluidos como parte deste produto. Os resultados de teste
analiticos fornecidos em Carateristicas de desempenho na pagina 59 foram obtidos com painéis de
enriquecimento representativos e sdo fornecidos apenas para fins informativos. As carateristicas de
desempenho analiticas servem para exemplificar as capacidades gerais do ensaio e ndo estabelecem as
capacidades ou compatibilidades relativas a quaisquer alegagdes especificas do ensaio. Todos os testes de
diagndstico desenvolvidos para utilizagdo com estes reagentes requerem validagdo completa para todos os
aspetos de desempenho.
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* |llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit € compativel com painéis lllumina de enriguecimento e de
terceiros. Contudo, o desempenho ndo esta garantido com painéis de enriquecimento de terceiros que ndo
cumpram os requisitos de painel. Para mais informagdes sobre requisitos de painéis, consulte Requisitos de
painéis de sondas de enriquecimento na pagina 11.

* [llumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit utiliza um tempo de hibridizacdo de 2 horas. Usar um tempo de
hibridizagdo maior pode afetar as métricas de desempenho.

* Os moddulos DNA Generate FASTQ Dx Local Run Manager para MiSegDx apenas fornecem ficheiros FASTQ.
E exigido que execute uma validacdo de andlise secundaria.

* Aaplicacdo DRAGEN for Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx estd disponivel no NextSeq 550Dx com o
servidor DRAGEN e o NovaSeq 6000Dx. A aplicagao suporta varios fluxos de trabalho de andlise
secundaria, incluindo a geracdo FASTQ, FASTQ e geragao VCF para detecdo de variantes germinativas e
geracdo FASTQ e VCF para detecdo de variantes somaticas. Se estiver a utilizar a aplicagao para geragao
de VCF, ndo é necessario realizar a validagao da andlise secundaria. As limitagdes da aplicagdo incluem o
seguinte:

— Insergbes de comprimento > 18 bp e eliminagdes de comprimento > 21 bp ndo foram validadas.
— Variantes maiores, incluindo variantes de multinucleétidos (MNVs) e indels grandes, podem ser
reportados como variantes separadas mais pequenas no ficheiro de saida VCF.

— Podem ser referenciados como variantes separadas mais pequenas no ficheiro de saida VCF.
— Aseliminacdes sao reportadas no ficheiro VCF na coordenada que antecede a base de acordo com o

formato VCF. Assim, devem ser consideradas as variantes adjacentes antes de reportar que uma
identificacgdo individual de base é uma referéncia homozigética.

— LimitagGes especificas de linha germinal:

* O fluxo de trabalho Germline FASTQ e de produgao de andlises VCF da aplicacdo DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx, foi concebido para fornecer resultados qualitativos para a
identificacdo da variante da linha germinal (p. ex., homozigdtica, heterozigética, de tipo selvagem).

* O numero de copia da variagdo pode afetar a identificagdo de uma variante como homozigodtica ou
heterozigética.

* O sistema ndo comunicard mais de duas variantes para um lécus Unico, mesmo na presenga de uma
variagdo do numero de coépias.

— Limitagdes especificas do Somatic:

* O fluxo de trabalho Somatic FASTQ e de produgéo de andlises VCF da aplicagdo DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx foi concebido para fornecer resultados qualitativos para a
identificagdo da variante da linha germinal (p. ex., presenga de uma variante somatica).

* O fluxo de trabalho Somatic FASTQ e de produgao de andlises VCF ndo consegue distinguir entre
variantes de linha germinal e somaticas. O fluxo de trabalho foi concebido para detetar variantes ao

longo de um intervalo de frequéncias de variantes, mas a frequéncia de variantes ndo pode ser
utilizada para distinguir entre variantes somaticas e variantes de linha germinal.
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illumina

* O tecido normal na amostra afeta a detegao de variantes. O limite de detecao reportado é baseado
numa frequéncia de variantes relativa ao ADN total extraido de tecido tumoral e tecido normal.

* Se mais de um alelo de variante for chamado para o mesmo Iécus, nenhum dos alelos sera
comunicado como variantes de passagem. Em vez disso, o conjunto integral de alelos sera

comunicado, mas filtrado via etiqueta com varios alelos.

Componentes do produto

O lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit é composto pelos seguintes componentes.

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set A, catdlogo n.° 20051354 (16 amostras) ou

n.° 20051352 (96 amostras)

* lllumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B, catalogo n.° 20051355 (16 amostras) ou

n.° 20051353 (96 amostras)

* Local Run Manager DNA Generate FASTQ Dx Mdédulo para MiSeqDx, catalogo n.° 20063022

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Pedido para NovaSeq 6000Dx, catalogo

n.° 20074609

* DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Aplicagao para NextSeq 550Dx, catalogo

n.° 20074730

Reagentes fornecidos

Para concluir o lllumina DNA Prep With Enrichment Dx, é necessario um lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
with UD Indexes Set A ou um Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set B. Pode realizar os
seguintes numeros de reagdes de preparagado e enriquecimento de bibliotecas usando um kit de 16 ou de 96

amostras.
lllumina DNA Prep
) . Entrada de
with Enrichment Dx
. amostras
Kit
16-sample kit Baixa qualidade
(FFPE)
96-sample kit Elevada qualidade
(por ex., sangue
inteiro)
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Illumina DNA Prep with Enrichment Dx with UD Indexes Set
A/B

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1, armazene entre 15 °C e 30 °C

Os seguintes reagentes sdo fornecidos a temperatura ambiente. Armazene os reagentes de imediato a
temperatura indicada de forma a garantir um desempenho adequado.

Quantidade do tubo
16 96 Corda Volume de
amostras amostras tampa enchimento

(n.©20050020) (n.©20050025)

Nome do reagente Substancias ativas

Stop Tagment Buffer 2 1 4 Vermelho 350 Solugdo de detergente em

(ST2) agua.

Tagment Wash Buffer 2 1 1 Verde 41 ml Solugdo aquosa tamponada

(TWB2) que contém detergente e
sal.

Cleanup Beads (CB) 1 N/D* Vermelho 10 ml Esferas paramagnéticas de

fase sélida em solugédo
aquosa tamponada.

* O Cleanup Beads para 96 amostras sdo incluidas no lllumina Prep Dx Celanup Beads 96 Samples (n.° 20050030).

lllumina Prep Dx Cleanup Beads (96 Samples), armazene entre 15 °C e 30 °C

Para kits de 96 amostras, as Cleanup Beads estao incluidas no lllumina Prep Dx Cleanup Beads (catalogo

n.° 20050030). O seguinte reagente é fornecido a temperatura ambiente. Armazene os reagentes de imediato a
temperatura indicada de forma a garantir um desempenho adequado. Para conjuntos de 16 amostras, as
Cleanup Beads esté&o incluidas no lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 1 (catalogo n.° 20050020).

Nome do ) Cor da Volume de . )
Quantidade ) Substancias ativas
reagente tampa enchimento
Cleanup Beads 4 Vermelho 10 ml Esferas paramagnéticas de fase sdlida em solugao
(CB) aquosa tamponada.

lllumina DNA Prep Dx Tagmentation Reagents 2, armazene entre 2 °C e 8 °C

Os seguintes reagentes sao fornecidos refrigerados. Armazene os reagentes de imediato a temperatura
indicada de forma a garantir um desempenho adequado. Armazene o tubo de armazenamento de eBLTS na
vertical de maneira que as esferas estejam sempre submersas na solugao tampao.
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Volume de
Quantidade do tubo .
enchimento
Nome do A s .
16 96 Substancias ativas
reagente Cor da tampa 16 96
amostras amostras
amostras amostras
(n.220050021)  (n.° 20050026)

Enrichment BLT 1 4 Amarelo 200 pl 290 ul  Esferas magnéticas de

Small (eBLTS) estreptavidina
(Streptavidin Magnetic
Beads) ligadas a
transpossomas numa
solugdo aquosa
tamponada que contém
glicerol, EDTA,
ditiotreitol, sal e
detergente.

Resuspension 1 4 Transparente 1,8 ml 1,8 ml  Solugdo aquosa

Buffer (RSB) tamponada.

lllumina Prep Dx Tagmentation Reagents 3, armazene entre -25 °C e -15 °C

Os seguintes reagentes sdo fornecidos congelados. Armazene os reagentes de imediato a temperatura
indicada de forma a garantir um desempenho adequado.

. Volume de
Quantidade do tubo .
enchimento
Nome do A . .
16 96 Substancias ativas
reagente Cor da tampa 16 96
amostras amostras
amostras amostras
(n.°20050022)  (n.° 20050027)
Tagmentation 1 4 Transparente 290 i 290 yl Solugdo aquosa
Buffer 1 (TB1) tamponada que contém
sal de magnésio e
dimetilformamida.
Enhanced PCR 2 4 Transparente 200 pl 610 pl Polimerase de ADN e
Mix (EPM) desoxirribonucledtidos
trifosfatados em solucéao
aquosa tamponada.
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lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (16 amostras), armazene entre
2°Ce8°C

Para kits de 16 amostras, o lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (catalogo n.° 20050023) inclui os
seguintes reagentes. Para kits de 96 amostras, os reagentes sao incluidos no lllumina Prep Dx Enrichment
Reagents 1 (catalogo n.° 20050028).

Os seguintes reagentes sdo fornecidos refrigerados. Armazene os reagentes de imediato a temperatura
indicada de forma a garantir um desempenho adequado.

Quantidade Volume de . .
Cor da tampa Substancias ativas
do tubo

Nome do reagente .
enchimento

Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) 4 Transparente 1,2 ml Esferas magnéticas
de estreptavidina em
solugdo aquosa
tamponada que
contém formamida,
detergente e sal.

Resuspension Buffer (RSB) 1 Transparente 1,8 mi Solugao aquosa
tamponada.

Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) 1 Transparente 200 pl Solugao aquosa
tamponada que
contém detergente e
sal.

Elute Target Buffer 2 (ET2) 1 Transparente 200 pl Solugdo aquosa
tamponada.

lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (96 samples), armazenar entre 2 °C e 8 °C

Para kits de 96 amostras, o lllumina Prep Dx Enrichment Reagents 1 (catadlogo n.° 20050028) inclui os seguintes
reagentes. Para kits de 16 amostras, o Illumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 1 (catalogo n.° 20050023)
vem com os reagentes incluidos.

Os seguintes reagentes sao fornecidos refrigerados. Armazene os reagentes de imediato a temperatura
indicada de forma a garantir um desempenho adequado.
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Nome do reagente

Streptavidin Magnetic Beads
(SMB3)

Resuspension Buffer (RSB)

Enrichment Hyb Buffer 2
(EHB2)

Elute Target Buffer 2 (ET2)

Quantidade do
tubo

Cor da tampa

Transparente 1,2 ml

1,8 ml
200 ul

Transparente

Transparente

Transparente 200 pl

Volume de
enchimento

illumina

Substancias ativas

Esferas magnéticas de
estreptavidina (Streptavidin
Magnetic Beads) em solugéo
aquosa tamponada que
contém formamida,
detergente e sal.

Solugdo aquosa tamponada.

Solugdo aquosa tamponada
gue contém detergente e sal.

Solugdo aquosa tamponada.

lllumina DNA Prep Dx Enrichment Reagents 2, armazene entre -25 °C e -15 °C

Os seguintes reagentes sao fornecidos congelados. Armazene os reagentes de imediato a temperatura
indicada de forma a garantir um desempenho adequado.

Nome do reagente

(n.°20050024)

Enrichment Elution
Buffer 1 (EE1)

Enhanced Enrichment
Wash Buffer (EEW)

PCR Primer Cocktail

(PPC)
2 N NaOH (HP3)

HYB Buffer 2 + IDT
NXT Blockers (NHB2)

Documento n.° 200038118 vO1
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Volume de A .
) Substéancias ativas
enchimento

580 pl Solugado de detergente
em agua.

4,1 mi Solugdo aquosa
tamponada que contém
sais e detergente.

320 ul Mistura de primers de
PCR (oligonucledtidos).

200 pl Solugdo 2N de
hidroxido de sédio
(NaOH).

480 pl Solugao aquosa

tamponada com ADN
Cot-1, agente
aglomerante e
formamida

9de74



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Quantidade do tubo
Nome do reagente Cor da tampa Volume de Substancias ativas
g 16 amostras 96 amostras P e
(n.° 20050024) (n.° 20050029)
Enhanced PCR Mix 2 1 Transparente 200 ul Polimerase de ADN e
(EPM) desoxirribonucledtidos

trifosfatados em
solugdo aquosa
tamponada.

lllumina Unique Dual Index Dx Set A/B, armazene entre -25 °C e -15 °C

Os seguintes reagentes sdo fornecidos congelados. Armazene os reagentes de imediato a temperatura
indicada de forma a garantir um desempenho adequado. Para sequéncias do adaptador de indice, consulte o
Anexo: Sequéncias de adaptador de indice dual unico da lllumina na pagina 65

Componente Quantidade
lllumina Unique Dual Index Dx Set A (96 Indexes), n.° 20050038 1
lllumina Unique Dual Index Dx Set B (96 Indexes), n.° 20050039 1

Reagentes nao fornecidos

Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

* Reagentes de extracdo e purificagdo de ADN
* Reagentes de quantificagao de ADN
* Etanol (prova 200 para biologia molecular)
* Aguaisenta de nuclease
* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
* Solugado 1N NaOH, grau para biologia molecular
* Se utilizar um sistema de sequencia¢do NextSeq 550Dx:
— Tris 200 mM, pH 7,0 (pode ser diluido a partir de 1 M de Tris-HCL, pH 7,0)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 ciclos) (catalogo n.° 20028871)
* Se utilizar um sistema de sequenciagao MiSeqDx:
— MiSegDx Reagent Kit v3 (catdlogo n.° 20037124)
* Se utilizar um sistema de sequenciagcdo NextSeq 6000Dx:
— Tris 400 mM, pH 8,0 (pode ser diluido a partir de 1M de Tris-HCL, pH 8,0)
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— NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 ciclos) (catdlogo n.° 20046931)
— NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 ciclos) (catalogo n.° 20046933)
— NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (catalogo n.° 20062292)

— NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (catadlogo n.° 20062293)

— NovaSeq 6000Dx Library Tube (catadlogo n.° 20062290)

— NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (catadlogo n.° 20062291)

Requisitos de painéis de sondas de enriquecimento

Os reagentes do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sdo compativeis com painéis de enriquecimento de
oligonucledtidos de ADN da lllumina e de terceiros. Se utilizar sondas de ADN biotiniladas (painéis fixos ou
personalizados) de terceiros, assegure-se de que estas cumprem as especificagdes exigidas.

O lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit foi otimizado e validado usando as seguintes especificagdes de
painel de terceiros. Um desempenho equiparavel ndo é garantido usando painéis de terceiros que ndo cumpram
as especificagodes.

* Comprimento de sonda 80 bp ou 120 bp
* Entre 500 e 675 000 sondas
* ADN de cadeia Unica ou de cadeia dupla

* Entrada de sonda total de = 3 pmols para enriquecimento em plexagens de 1-plex a 12-plex

Armazenamento e manuseamento

* Atemperatura ambiente é definida entre 15 °C a 30 °C.

* Osreagentes mantém-se estdveis até a data de validade especificada nas etiquetas dos kits quando
armazenados conforme indicado. Para obter informacgdes sobre as temperaturas de armazenamento,
consulte Reagentes fornecidos na pagina 5.

* Osreagentes congelados mantém-se estaveis durante um maximo de quatro de ciclos de congelagao-
descongelagdo que ocorram antes da data de validade especificada.
* O procedimento lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit contém os seguintes pontos de parada segura:

— Apds o passo Amplificar ADN fragmentado e marcado na pagina 30, as bibliotecas amplificadas
mantém-se estaveis até ao maximo de 30 dias se armazenadas entre -25 °C e -15 °C.

— Apds o passo Limpar bibliotecas na pagina 32, as bibliotecas amplificadas limpas mantém-se estaveis
até a um maximo de 30 dias se armazenadas entre -25 °C e -15 °C.

— Apds o passo Criar pool de bibliotecas pré-enriquecidas na pagina 34, as bibliotecas em pool mantém-
se estaveis até a um maximo de 30 dias se armazenadas entre -25 °C e -15 °C.
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— Apds o passo Amplificar biblioteca enriquecida na pagina 45, a placa de bibliotecas amplificadas e
enriquecidas pode permanecer no termociclador até 24 horas. Em alternativa, a placa pode ser
armazenada entre 2 °C e 8 °C durante 48 horas.

— As bibliotecas enriquecidas limpas finais mantém-se estaveis até a um maximo de 7 dias se
armazenadas entre -25 °C e -15 °C.

* Se qualquer parte da embalagem ou do contetido dos componentes do lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx Kit estiver danificada ou comprometida, contacte o Apoio ao Cliente da lllumina.

* O Stop Tagment Buffer 2 (ST2) pode formar precipitados ou cristais visiveis. Se observar precipitados,
aqueca a 37 °C durante 10 minutos e, em seguida, agite por vortex até o precipitado dissolver.

* Hybridization Oligos (HYB) e Enhanced Enrichment Wash Buffer (EEW) devem ser pré-aquecidos a mesma
temperatura que a temperatura de retencgao de hibridizagdo aplicavel por tipo de amostra e painel de sonda.
Para mais informagdes sobre o manuseamento de NHB2 e EEW, consulte Notas processuais na pagina 17.

* O Enrichment Hyb Buffer 2 (EHB2) e o HYB Buffer+IDT NXT Blockers (Tampao de hibridizagado +
Blogqueadores IDT NXT) (NHB2) podem desenvolver cristais e turvagéo. Se forem observados cristais ou
turvagao, agite com o vértex ou pipete para cima e para baixo para misturar até a solugao ficar limpida.
Assegure-se de pré-aquecer o HYB antes de pipetar.

* Ao manusear Cleanup Beads (CB), use as seguintes boas praticas:
— Nunca congele as esferas.

— Imediatamente antes de utilizar, agite as esferas por vortex até estarem suspensas novamente e a cor
pareca homogénea.

* Ao manusear Enrichment BLT Small (eBLTS), use as seguintes boas praticas:

— Armazene o tubo de eBLTS na vertical de forma que as esferas estejam sempre submersas na solugao
tampao.

— Agite 0 eBLTS por vortex completamente até que as esferas estejam suspensas novamente. Para evitar
a sedimentacdo das esferas, ndo se recomenda a centrifugagéo antes da pipetagem.

— Se as esferas aderirem aos bordos ou ao topo da placa de 96 pogos, centrifugue a 280 x g durante
3 segundos e, em seguida, pipete para suspender novamente.

* Ao manusear as placas de adaptador de indice, use as seguintes boas praticas:
— Na&o adicione amostras a placa de adaptador de indice.

— Cada pogo da placa de indice é para utilizagao Unica.

Equipamento e materiais necessarios, mas nao
fornecidos

Além do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit, verifique se tem os equipamentos e materiais necessarios
antes de iniciar o protocolo.
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Equipamento

Certifique-se de que tem o equipamento necessario antes de iniciar o protocolo.

O protocolo foi otimizado e validado utilizando artigos com as especificagdes listadas. Um desempenho
equiparavel ndo é garantido utilizando equipamento diferente do especificado.

Alguns artigos sdo apenas necessarios para fluxos de trabalho especificos. Estes artigos estao especificados
em tabelas separadas.

Termociclador com as seguintes especificagdes:

— Tampa aquecida

— Intervalo minimo de controlo de temperatura de 10 °C a 98 °C

— Precisdo minima de temperatura de +0,25 °C

— Volume de reagdo maximo de 100 pl

— Compativel com placas de PCR de 96 pogos com saia completa

Incubador de microamostras com as seguintes especificagdes:

— Intervalo de temperatura do ambiente de +5,0 °C a2 99,0 °C

— Compativel com placas MIDI de 96 pogos

Insergbes do incubador de microamostras compativeis com placas MIDI de 96 pogos
Agitador de microplacas de alta velocidade com um intervalo de velocidades de mistura de 200 a 3000 rpm
Suporte magnético compativel com placas de PCR de 96 pogos

Suporte magnético compativel com placas MIDI de 96 pogos

Fluorémetro compativel com o método de quantificagdo do utilizador

Analisador de fragmentos de ADN

Pipetas de precisao:

— Pipetas de canal Unico e multicanal de 10 pl

— Pipetas de canal Unico e multicanal de 20 pl

— Pipetas de canal Unico e multicanal de 200 pI

— Pipetas de canal unico de 1000 p

— As pipetas de precisdo garantem o fornecimento exato de reagentes e amostras. As pipetas de canal
unico e multicanal podem ser utilizadas se forem calibradas regularmente e se tiverem precisdo dentro
de 5 % do volume estabelecido.

Centrifugador de microplacas
Microcentrifugador
Um dos seguintes lllumina sistemas de sequenciagao da lllumina:

— Instrumento MiSeqDx, catalogo n.° DX-410-1001
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— Instrumento NextSeq 550Dx, n.° de catdlogo 20005715 com servidor opcional lllumina DRAGEN para
NextSeq 550Dx, catalogo n.° 20086130

— Instrumento NextSeq 6000Dx, catalogo n.° 20068232
* [Opcional] Concentrador por vdcuo

* [FFPE] Sistema de detecédo de PCR em tempo real

Materiais

Certifique-se de que tem os materiais necessarios antes de iniciar o protocolo.

Alguns artigos sdo apenas necessarios para fluxos de trabalho especificos. Estes artigos estado especificados
em tabelas separadas.

O protocolo foi otimizado e validado utilizando os artigos listados. Um desempenho equiparavel ndo pode ser
garantido utilizando materiais alternativos.

* Pontas de pipeta resistentes a aerossois

* Tubos de centrifugagao cénicos, 15 ml ou 50 ml

* Tubos de microcentrifugagéo de 1,5 ml

* Reservatodrios descartaveis de reagente multicanal e isentos de RNase/DNase

* Tiras de 8 tubos e tampas isentas de RNase/DNase

* Pipetas seroldgicas

* Placa de armazenamento de pogos profundos de polipropileno com 96 pogos de 0,8 ml (MIDI plate, placa
MIDI)

* Placas rigidas de PCR de 96 pogos de saia completa

* [FFPE] Placas de PCR quantitativa compativeis com o instrumento de PCR quantitativa

* Selos adesivos para placas de 96 pogos com as seguintes especificagdes:
— Poliéster oticamente transparente e destacavel
— Adequado para placas de PCR com saia
— Adesivo forte que resiste a multiplas mudancgas de temperatura de -40 °C a 110 °C
— Isento de RNase/DNase
* Consumiveis de pladstico compativeis com o método de quantificagdo escolhido
* Kit de quantificagao fluorométrica de ADN de cadeia dupla compativel com o sistema de quantificagdo
escolhido:

— Para quantificar bibliotecas amplificadas pré-enriquecidas, um kit de quantificagdo de ampla escala
pode ser utilizado.

— Para quantificar bibliotecas pré-enriquecidas, a escala do kit de quantificagdo depende do painel de
sondas utilizado.

* Kit de andlise de fragmento para classificagado de biblioteca com o sistema de classificagdo escolhido:
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— Para classificar as bibliotecas amplificadas pré-enriquecidas, um kit de escala larga pode ser utilizado.
— Para classificar as bibliotecas enriquecidas, a escala do kit de classificagdo depende do painel de
sondas utilizado.

* [Opcional] Kit de extracdo de ADN a partir de células e tecido humanos. Qualquer método de extragao
validado pode ser utilizado.

Colheita, transporte e armazenamento de
especimes

/N ATENGAO
Manuseie todos os espécimes como se fossem agentes potencialmente infeciosos.

* Este ensaio é compativel com ADN gendmico proveniente de células e tecido humanos.

* Para o ADN gendmico purificado disponivel comercialmente, assegure-se de que as amostras foram
transportadas nas condigdes adequadas e armazenadas de acordo com as instrugdes do fabricante. Siga
as boas praticas de armazenamento e de ciclos de congelagdo-descongelagdo de ADN gendmico.

* Para amostras de sangue inteiro, siga as recomendacgdes de colheita de sangue, transporte e
armazenamento aplicaveis ao método de extragdo de ADN escolhido. Qualquer método de extragédo
validado pode ser utilizado. O transporte de sangue inteiro tem de cumprir todos os regulamentos
nacionais, federais, estaduais e locais relativos ao transporte de agentes etioldgicos.

* Paraaextragdo de ADN a partir de tecido FFPE, qualquer método de extragdo validado pode ser utilizado.
Siga as instrugdes e as recomendagdes aplicaveis ao método de extragao escolhido para verificar as
seguintes praticas:

— Método de fixagdo em formalina e incorporagdo em parafina para tecidos, para garantir ADN extraido da
melhor qualidade.
— Armazenamento de espécimes FFPE.

— Osrequisitos dos materiais de origem, tais como o nimero e a espessura das sec¢des FFPE. A maioria
dos métodos de purificagdo recomenda o uso de secgdes cortadas recentemente.

Avisos e precaucgoes

* Osreagentes lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit contém quimicos potencialmente perigosos. Podem
ocorrer danos corporais por inalagéo, ingestdo, contacto com a pele e contacto ocular. Use equipamento de
protecao, incluindo protecdo ocular, luvas e bata de laboratério adequados para o risco de exposicao.
Manuseie os reagentes usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a legislagdo e os
regulamentos locais, regionais e nacionais aplicaveis. Para obter informagdes adicionais ambientais, de
seguranca e de saude, consulte a Ficha de Dados de Segurancga (SDS) em support.illumina.com/sds.html.
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* Comunique imediatamente quaisquer incidentes graves relacionados com este produto a lllumina e as
Autoridades competentes dos Estados-membros nos quais o utilizador e o paciente estédo estabelecidos.

* Manuseie todos os espécimes de sangue como se estivessem infetados com o virus da imunodeficiéncia
humana (VIH), o virus humano da hepatite B (VHB) e outros agentes patogénicos transmitidos pelo sangue
(precaucgdes universais).

* Aplique as precaucgdes de rotina do laboratério. Ndo coloque a pipeta na boca. Ndo coma, beba ou fume nas
areas designadas para trabalho. Use luvas descartaveis e batas de laboratério quando manusear
espécimes e kits de reagentes. Lave bem as maos depois de manusear espécimes e kits de reagentes.

* Paraevitar a degradagao da amostra ou do reagente, certifique-se de que todos os vapores de hipoclorito
de sdédio da limpeza estdo totalmente dissipados antes de iniciar o protocolo.
* Acontaminagao das amostras com outros produtos/amplicons de PCR pode levar a resultados imprecisos e
nao confidveis. Para evitar contaminacgéo, utilize as seguintes boas praticas:
— Use praticas de laboratério e higiene de laboratério adequadas.
— Execute os passos do fluxo de trabalho nas areas designadas para pré-amplificacdo e pds-
amplificagao.
— Armazene os reagentes usados antes de limpar as bibliotecas na area de pré-amplificacao.
— Separe os reagentes de pré-amplificagdo dos reagentes de pds-amplificagao.
— Certifique-se de que as areas de pré-amplificacdo e pds-amplificagdo tém equipamento dedicado, por
exemplo, pipetas, pontas de pipeta, agitador por vértex e centrifugador.
* Evite a contaminagao cruzada. Utilize pontas de pipetas novas entre amostras e entre a distribuicdo de

reagentes. A utilizagdo de pontas filtradas reduz o risco de transferéncia de amplicons e contaminagao
cruzada entre amostras.

— Ao adicionar ou transferir amostras ou misturas principais de reagentes, mude de pontas entre cada
amostra.

— Quando adicionar adaptadores de indice com uma pipeta multicanal, mude de pontas entre cada fileira
ou cada coluna. Se utilizar uma pipeta de canal Unico, mude de pontas entre cada amostra.

— Retire as placas de adaptador de indice ndo utilizadas da area de trabalho.
* Use as seguintes boas praticas para os passos de lavagem com etanol:

— Prepare sempre uma solugdo nova de etanol a 80 %. O etanol pode absorver agua do ar, podendo
alterar os resultados.

— Certifique-se de que todo o etanol é removido do fundo dos pogos durante os passos de lavagem. O
etanol residual pode alterar os resultados.

— Siga o passos especificados para o tempo de secagem de suportes magnéticos para assegurar a
evaporagao completa. O etanol residual pode impactar o desempenho das reagdes subsequentes.

* Prepare sempre as misturas principais antes da sua utilizagado e nunca as armazene em solugdes de
trabalho combinadas.
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* Odesempenho do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ndo esta garantido quando os procedimentos
nao forem seguidos tal como descrito no folheto informativo.

* Na3o utilize nenhum componente do kit apds a data de validade especificada na etiqueta do kit.

* Na&o troque os componentes do kit de lllumina DNA Prep With Enrichment Dx kits diferentes. Os kits estao
identificados nas etiquetas do kit.

Notas processuais

Recomendacgoes sobre entradas de ADN

O protocolo lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit € compativel com entradas de 50 a 1000 ng de ADN
genodmico de cadeia dupla (ADNg) e de alta qualidade.

Certifique-se de que a amostra inicial de ADN gendmico ndo contém >1mM de EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid, acido etilenodiaminotetracético) e que estd isenta de contaminantes

organicos, como fenol ou etanol. Estas substancias podem interferir com a reagédo de fragmentagao e marcagao
e levar a falha do ensaio.

Entrada de ADN gendmico = 50 ng

Para entradas de ADN gendmico entre 50 e 1000 ng, ndo é necessario quantificar ou normalizar a amostra
inicial de ADN gendmico.

Entrada de ADN gendmico < 50 ng

Entradas de ADN de 10 a 50 ng podem ser utilizadas, mas com o0s seguintes ajustes:

* Seusar uma entrada de ADN gendmico entre 10 e 49 ng, é recomendado quantificar a amostra inicial de
ADN gendmico para determinar o nimero de ciclos de PCR necessarios apds a fragmentagédo e marcagao.
Use um método baseado em fluorometria para quantificar a entrada de ADN gendmico de cadeia dupla.
Evite métodos que megam acido nucleico total, tais como NanoDrop ou outro método de absorvéncia UV.

* Este protocolo ndo normaliza os rendimentos finais de biblioteca pré-enriquecida a partir de 10 a 49 ng de
ADN gendmico e, consequentemente, € necessario quantificar e normalizar as bibliotecas antes e apds o
enriguecimento.

* O lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit foi caraterizado e verificado para entradas de ADN de 50 a 1000

ng. Um desempenho equivalente do produto ndo pode ser garantido com entradas de ADN gendmico <
50 ng.
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Recomendacgoes sobre entradas de sangue

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit € compativel com ADNg extraido de sangue total periférico. Qualquer
método de extragdo validado pode ser utilizado. Ao extrair ADN gendmico de sangue inteiro, ndo é necessario
realizar a classificagao inicial da entrada de ADN e o lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit produz
rendimentos normalizados de bibliotecas pré-enriquecidas.

Os seguintes fatores podem prejudicar a quantidade de ADN obtida a partir de amostras de sangue inteiro g,
consequentemente, a normalizagdo da biblioteca:
* Idade da amostra de sangue

* Condigbes de armazenamento

* Problemas médicos subjacentes que possam afetar as contagens de gldbulos brancos

Recomendacdes sobre a entrada de amostras de tecido
FFPE

Use os seguintes critérios de qualidade de ADN FFPE para determinar a entrada apropriada para uma
preparagao de biblioteca bem-sucedida:

* Para amostras FFPE com valor ACq = 5, a entrada recomendada de ADN encontra-se entre 50 e 1000 ng.

* lllumina DNA Prep With Enrichment Dx ndo é recomendado para amostras FFPE de fraca qualidade com ACq
> 5. A utilizagdo de amostras com ACq > 5 é possivel, mas pode aumentar as probabilidades de falha da
preparacgao da biblioteca ou diminuir o desempenho do ensaio.

Extracdo a partir de amostras FFPE

Use um método de isolamento de acido nucleico que produza rendimentos de recuperagéo elevados, minimize
o0 consumo de amostra e preserve a integridade da amostra. Pode utilizar qualquer método validado de
extragdo de ADN a partir de amostras FFPE. Para ADN gendmico extraido de tecido FFPE, é necessario realizar
a quantificacgdo inicial da entrada de ADN e o lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ndo produz os
rendimentos normalizados de bibliotecas pré-enriquecidas.

Classificagdo de ADN extraido de amostras FFPE

O ADN gendmico extraido de tecido FFPE pode ser classificado antes da sua utilizagdo. Para um étimo
desempenho, avalie a qualidade da amostra de ADN usando um método de extracdo validado para a
classificagdo de ADN extraido de amostras FFPE. O protocolo lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit é
compativel com amostras de ADN FFPE com um valor ACq = 5. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit ndo é
recomendado para amostras FFPE de fraca qualidade com ACq > 5. A utilizagdo de amostras com ACq > 5¢é
possivel, mas pode aumentar as probabilidades de falha da preparagao da biblioteca ou diminuir o desempenho
do ensaio.
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[Opcional] Amostras de referéncia FFPE

Utilize materiais de referéncia caraterizados, tais como o Horizon HD799 (DNA), como controlo positivo quando
executar o protocolo. Materiais FFPE classificados a partir de linhas celulares derivadas de xenoenxertos
também podem ser utilizados como amostras de referéncia. Use um método baseado em fluorometria para
quantificar os materiais de referéncia antes da sua utilizagao.

NOTA Arealizagdo de um ensaio com uma amostra de referéncia de controlo positivo ou controlo sem
modelo consome reagentes e reduz o numero total de amostras desconhecidas que é possivel
processar.

Recomendacoes sobre a entrada de amostras

As recomendacgdes sobre a entrada de amostras para lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit estdo
resumidas na seguinte tabela.

Tabela1l Recomendacgdes sobre a entrada de amostras

. . e Rendimento
Tipo de Quantidade de Quantificagao da . .
Qualidade da entrada do normalizado de
entrada de entrada de entrada do ADN L. i X
L. ADN necessaria biblioteca pré-
amostra amostra necessaria . .
enriquecida
ADN gendmico 10a 49 ng Sim Racio 260/280de 1,8 22,0 Nao
ADN gendmico 50a 1000 ng Nao Racio 260/280de 1,8 22,0 Sim
ADN gendmico 50a1000ng  Nao Racio 260/280de 1,8 22,0 Sim
extraido de
sangue
ADN de 50 a 1000 ng Sim Valor ACq =5 N&o

amostras FFPE

Os ciclos de PCR recomendados para o programa de PCR com eBLTS séo ajustados com base na concentragdo
e qualidade da entrada de amostras. Para mais informagdes, consulte Amplificar ADN fragmentado e marcado
na pagina 30.
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Sugestoes e técnicas

Evitar a contaminagao cruzada
* Ao adicionar ou transferir amostras, mude de pontas entre cada amostra.

* Quando adicionar adaptadores de indice com uma pipeta multicanal, mude de pontas entre cada fileira ou
cada coluna. Se utilizar uma pipeta de canal Unico, mude de pontas entre cada amostra.

Selar a placa

* Sele sempre a placa de 96 pogos com um selo adesivo novo, usando o rolo de borracha para cobrir a placa
antes dos seguintes passos do protocolo:
— Passos de agitagao
— Passos de incubagdo. Uma falha a selar a placa adequadamente pode levar a evaporagéo durante a

incubacéao

— Passos de centrifugagao
— Passos de hibridizagao

* Certifique-se de que os bordos e 0s pogos estdo completamente selados para reduzir o risco de
contaminagao e evaporagao.

— Se observar qualquer fluido ou condensagdo no selo ou bordos dos pogos da placa, centrifugue
conforme necessario antes de retirar o selo.

* Coloque a placa numa superficie plana antes de remover lentamente o selo.

Manuseamento Enrichment BLT Small (eBLTS)

* Armazene o tubo de armazenamento de eBLTS na vertical, no frigorifico, de forma que as esferas estejam
sempre submersas na solugao tampao.

* Imediatamente antes da sua utilizacdo, agite completamente por vértex o tubo de armazenamento de
eBLTS até as esferas ficarem suspensas novamente. Para evitar a sedimentagao das esferas, a
centrifugacao antes da pipetagem nao é recomendada.

* Se as esferas aderirem aos bordos ou ao topo da placa de 96 pogos, centrifugue a 280 x g durante
3 segundos e, em seguida, pipete para suspender novamente.

* AolavareBLTS:
— Utilize o suporte magnético adequado para a placa.
— Mantenha a placa no suporte magnético até instrugdes que especifiguem a sua remogao.

— Se as esferas forem aspiradas para as pontas de pipeta, dispense de volta para a placa no suporte
magnético e espere até o liquido estar limpido (2 minutos).
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lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit Fluxo de
trabalho

O diagrama seguinte ilustra o fluxo de trabalho lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit. Os pontos de
paragem de seguranga estdo marcados entre os passos. As estimativas de tempo sédo baseadas no
processamento de 12 amostras com enriquecimento 12-plex.

gDNA

Ponto de paragem
de seguranca

o Tagment Genomic DNA
Parte pratica: 20 minutos
Total: 40 minutos
Reagentes: eBLT, TB1

e Limpeza posterior a fragmentacéo

e marcacgao

Parte pratica: 10 minutos
Total: 20 minutos
Reagentes: ST2, TWB2

e Amplificar ADN fragmentado e

marcado
Parte pratica: 15 minutos
Ponto de paragem Total: 45 minutos
de seguranca Reagentes: EPM, Adaptadores de indice

o Limpar bibliotecas
Parte pratica: 10 minutos
Total: 20 minutos
Ponto de paragem Reagentes: RSB, CB, EtOH

de seguranca

e Criar pool de bibliotecas
Reagentes: RSB

Ponto de paragem
de seguranca

e Hibridizar sondas
Parte pratica: 10 minutos
Total: 125 minutos
Reagentes: Painel de sondas de enriquecimento,
NHB2, EHB2, RSB

0 Capturar sondas hibridizadas
Parte pratica: 25 minutos
Total: 65 minutos
Reagentes: SMB3, EEW, EE1, HP3, ET2

e Amplificar biblioteca enriquecida
Parte pratica: 5 minutos
Total: 40 minutos
Ponto de paragem Reagentes: PPC, EPM
de seguranca

e Limpar a biblioteca enriquecida

amplificada

Parte pratica: 10 minutos
Total: 20 minutos
Reagentes: CB, RSB, EtOH

® Pré-PCR @ Pos-PCR
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Instrucoes de utilizacao

Este capitulo descreve o protocolo do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit.

* Reveja o fluxo de trabalho da sequenciagao planeado por completo, desde a amostragem a analise, de
forma a assegurar a compatibilidade dos produtos e parametros da experiéncia.

* Antes de continuar, confirme o conteldo do kit e certifique-se de que tem os componentes, o equipamento
e 0s materiais necessarios.

— As sondas biotiniladas de terceiros devem cumprir os requisitos especificados. Consulte Requisitos de
painéis de sondas de enriquecimento na pagina 11 para se certificar de que as suas sondas de terceiros
cumprem os requisitos.

* Siga o protocolo pela ordem apresentada, utilizando os volumes e pardmetros de incubagao especificados.
* A menos que seja especificado um ponto de paragem de seguranga no protocolo, avance imediatamente
para o passo seguinte.

* Ao criar uma mistura principal, o excedente é incluido nos volumes fornecidos.

* Certifique-se de que utiliza o suporte magnético adequado para o tipo de placa.

Preparacao para pooling

Este passo é necessario para assegurar uma sequenciagdo bem-sucedida das bibliotecas enriquecidas. O
pooling de bibliotecas pode ocorrer antes do enriquecimento e da sequenciagao.

Antes do enriquecimento — As bibliotecas individuais amplificadas e indexadas sdo agrupadas num pool para
enriquecimento com o painel de sonda selecionado. Isto cria um pool multiplexado de bibliotecas enriquecidas.
Para a entrada de amostras FFPE, o processamento foi testado e é recomendado exclusivamente para reagdes
de enriquecimento 1-plex. Para ADN gendmico de alta qualidade, foi testado o0 12-plex, mas € possivel do 2-
plex ao 11-plex.

Antes da sequenciag¢dao — As bibliotecas enriquecidas singleplex e/ou as bibliotecas enriquecidas multiplex
sdo agrupadas num pool antes da sequenciagdo. O numero de bibliotecas enriquecidas que pode ser
sequenciado depende da profundidade de leitura alvo para cada amostra no seu sistema de sequenciagao.

Indexagao dual unica

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit utiliza indices duplos exclusivos.

* As bibliotecas duplamente indexadas adicionam sequéncias de indice 1 (i7) e indice 2 (i5) para gerar
bibliotecas marcadas de forma Unica.

* Osindices duais Unicos tém sequéncias de indices distintas e independentes para a leitura de indice i7 e i5.
Os indices tém 10 bases de comprimento.

Documento n.° 200038118 vO1 22de 74

PARA UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO. APENAS PARA
EXPORTAGAO.



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Selecionar adaptadores de indice com sequéncias diversificadas para bibliotecas em pool otimiza o equilibrio
de cores para uma sequenciagdo e uma analise de dados bem-sucedidas. Pools de plexagem que sejam = 10-
plex sdo inerentemente equilibrados por cor, de forma a poder utilizar qualquer combinagao de adaptadores de
indice. Durante o seu ensaio de sequenciagao, o Médulo DNA Generate FASTQ Dx Local Run Manager fornece
opgdes para combinagdes de indice equilibradas por cor e notifica o utilizador se ndo houver diversidade
suficiente nas combinagdes de indice selecionadas.

Para obter informagdes sobre as sequéncias do adaptador de indice UD lllumina e disposi¢des de placas,
consulte o Anexo: Sequéncias de adaptador de indice dual tnico da lllumina na pagina 65

Plexagens de enriquecimento compativeis

Os reagentes do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit estdo configurados e testados em plexagens de
enriquecimento de 1-plex e 12-plex. Apesar de outras plexagens de enriquecimento serem possiveis, algumas
plexagens requerem preparagdo de bibliotecas pré-enriquecidas e reagentes de painéis de sondas de
enriquecimento adicionais.

Para obter rendimentos de enriquecimento adequados para plexagens ndo standard, podera ser necessaria
uma otimizagéao adicional. Resultados otimizados n&o estdo garantidos.

* Plexagem de enriquecimento — O numero de bibliotecas pré-enriquecidas (1 a 12) agrupadas num pool
numa reagao de enriquecimento para hibridizagdo com os painéis de sondas de enriquecimento. Por
exemplo, combinar 12 bibliotecas pré-enriquecidas cria um pool de enriquecimento 12-plex.

* Reacdao de enriquecimento — O numero de preparagdes de reagao de enriquecimento unicas,
independentemente do niumero de bibliotecas pré-enriquecidas num pool por reagdo. Por exemplo, uma
reacao de enriquecimento Unica pode preparar um pool de enriquecimento 1-plex ou 12-plex.

Para calcular o numero total de bibliotecas pds-enriquecidas, multiplique a plexagem de enriquecimento por
reagao pelo numero de reagdes de enriquecimento. Por exemplo, uma reagao uUnica de um pool de
enriquecimento 12-plex produz um pool de 12 bibliotecas pds-enriquecidas.

Ao criar o pool de bibliotecas pré-enriquecidas, os reagentes do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sdo
compativeis com as seguintes reacdes e plexagens de enriquecimento.

Reagentes lllumina DNA Prep with

Reacoes de enriquecimento Plexagem de enriquecimento
Enrichment Dx Kit ¢ q 9 q

16-sample kit 16 reacdes 1-plex

96-sample kit 8 reacdes 12-plex

Estratégias de pooling 2-Plex a 8-Plex

A tabela seguinte mostra adaptadores de indice (pogos) que podem ser combinados num pool de 2 a 8 plex,
enquanto a figura codificada por cores ilustra cada combinagao.

Facga o pooling de qualquer plexagem = 2 a partir do topo ou do fundo de cada coluna. Nao faga o pooling
seguindo uma linha.
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Plexagem
2

o

Combinagodes

Os primeiros dois ou os ultimos dois pogos numa coluna:
« AeB

« GeH

As linhas C-F ndo séo utilizadas.

Os primeiros trés ou os ultimos trés pogos numa coluna:
« AaC

« FaH

As linhas D e E ndo sdo utilizadas.

Os primeiros quatro ou os Ultimos quatro pogos numa coluna:
« AaD
« EaH

Os primeiros cinco ou os ultimos cinco pogos numa coluna:
« AaE
« DaH

[Opcéo 1] Os primeiros seis ou os Ultimos seis pogos numa coluna:

« AaF

« CaH

[Opcao 2] Os primeiros dois pogos (A e B) ou os ultimos dois pogos (G e H)
numa coluna e quaisquer quatro pogos numa coluna adjacente.

Os primeiros sete ou os Ultimos sete pogos numa coluna:
e AaG
« BaH

A coluna inteira.

~

>

00000000-
CO000000-

m O O @

-n

I ©

Vs

©
-
o
-
-
-
N
J

OCO0O0QOO0O0-
QOOOO0OO-
OO0OOO0O0O-
COO0000O0O-
OQOOO000O
QOO0
QOO00O0000

OCOOOO0OLOO-

Estratégias de pooling 9-Plex

illumina

Cor na figura

Laranja

Cinzento

Roxo

Azul

Verde

Rosa

Azul petrdleo

Utilize adaptadores de indice de quaisquer pogos para otimizar o equilibrio de cores num ensaio de
sequenciagao, por exemplo:
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* AlaHleA2

* AdaD4deA5aE5

* A7aF7eA8acCs8

* A10acCi10,A1MaCl1eA12aC12

A figura seguinte demonstra os quatro exemplos.
g
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o w >

0000000
OCO0O0O0000O0r
0000000~
0000000
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0000000~
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0000000
O000000O0-
000000

I

0000000
0000000

Ve

Tagment Genomic DNA

illumina

Este passo utiliza o Enrichment BLT Small (eBLTS) para a fragmentagao e marcagao de ADN, que é um

processo que fragmenta e marca o ADN com sequéncias de adaptagéo.

Consumiveis

* eBLTS (Enrichment BLT Small) (tampa amarela)
* TB1(Tagmentation Buffer 1)

* Aguaisenta de nuclease

* Placade PCR de 96 pogos

* Selo adesivo

* Tubos de microcentrifugagéo de 1,7 mi

* Tirade 8 tubos

* Pontas de pipeta

— Pipetas multicanal de 200 pl
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A AVISO

Este conjunto de reagentes contém quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer danos
corporais por inalagao, ingestao, contacto com a pele e contacto ocular. Use equipamento de
protecao, incluindo prote¢ao ocular, luvas e bata de laboratério adequados para o risco de
exposicao. Manuseie os reagentes usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a
legislacao e os regulamentos locais, regionais e nacionais aplicaveis. Para obter informacdes
adicionais ambientais, de segurancga e de saude, consulte a Ficha de Dados de Seguranga (SDS) em
support.illumina.com/sds.html.

Sobre reagentes

* eBLTS tem de ser armazenado a temperaturas entre 2 °C e 8 °C. N&o utilize o produto eBLTS que tenha
sido armazenado a uma temperatura inferior a 2 °C.

* Na&o centrifugue eBLTS.
Preparacgao

1. Prepare 0s seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrugoes

eBLTS (tampa amarela) 2°Ca 8°C Leve a temperatura ambiente. Agite por vortex
imediatamente antes da utilizagdo para misturar.
Nao centrifugue antes de pipetar.

TB1 -25°Ca-15°C Leve a temperatura ambiente. Agite por vortex
para misturar.

2. Agite ou pipete ADN e, em seguida, centrifugue brevemente.
3. Guarde o seguinte programa TAG no termociclador:
* Escolha aopgédo de tampa pré-aquecida e regular a 100 °C
* Defina o volume de reagao para 50 pl
* 55°C durante 5 minutos

* Mantenhaa10°C
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Procedimento

1.

10.

1.

Adicione 2 a 30 pl de ADN a cada pogo de uma placa de 96 pogos, de forma que a quantidade de entrada
total seja de 50 a 1000 ng.

Se o volume de ADN for < 30 pl, adicione dgua isenta de nuclease as amostras de ADN para atingir um
volume total de 30 pl.

Agite 0 eBLTS por vértex completamente até que as esferas estejam novamente suspensas.

Combine os seguintes volumes num tubo para preparar a Tagmentation Master Mix (Mistura principal de
fragmentagao e marcagao). Multipliqgue cada volume pelo nimero de amostras a serem processadas.

* eBLTS (11,5 ul)

* TB1(11,5ul)

O excedente de reagente estd incluido no volume.

Pipete a Tagmentation Master Mix (Mistura principal de fragmentagdo e marcagao) completamente para
misturar.

Divida o volume da Tagmentation Master Mix (Mistura principal de fragmentagédo e marcagao) igualmente
para uma tira de 8 tubos.

Utilizando uma pipeta multicanal de 200 pl, transfira 20 pl da Tagmentation Master Mix (Mistura principal de
fragmentagdo e marcagao) para cada pogo da placa de PCR contendo uma amostra. Use pontas novas para
cada coluna ou linha de amostras.

Elimine a tira de 8 tubos depois de dispensar a Tagmentation Master Mix (Mistura principal de
fragmentagdo e marcagao).

Utilizando uma pipeta multicanal de 200 ul regulada para 40 i, pipete cada amostra 10 vezes para misturar.
Utilize pontas novas para cada coluna de amostra.

Em alternativa, sele a placa de PCR e agite a 1600 rpm durante 1 minuto.

Sele a placa e, em seguida, coloque no termociclador pré-programado e execute o programa TAG.

Espere até o programa TAG ter atingido a temperatura de manutengao de 10 °C e, em seguida, remova
imediatamente a placa.

Deixe a placa de PCR de 96 pocos ficar a temperatura ambiente durante 2 minutos e depois continue para o
passo seguinte.

Limpeza posterior a fragmentacao e marcacao

Este passo lava o ADN marcado por adaptagdo com o eBLTS antes da amplificagdo de PCR.

Consumiveis

ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
TWB2 (Tagment Wash Buffer 2)

Suporte magnético de placas de PCR com 96 pogos
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Selo adesivo

Tira de 8 tubos

Pontas de pipeta

— Pipetas multicanal de 20 pl

— Pipetas multicanal de 200 pl
Prepare para procedimento posterior:
— EPM (Enhanced PCR Mix)

— Placa de adaptador de indice

Sobre reagentes

Certifique-se de que utiliza o suporte magnético adequado para a sua placa. Utilizar um suporte magnético
de placas MIDI para uma placa de PCR pode prevenir a aderéncia entre o TWB2 e as esferas.

Pipete lentamente TWB2 para minimizar a produgdo de espuma, evitando uma aspiragao incorreta de
volumes ou uma mistura incompleta.

Preparacéao

1.

Prepare os seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrugdes

EPM -25°Ca-15°C Descongele em gelo durante uma hora.
Inverta para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

ST2 15°Ca30°C Se forem observados precipitados, aqueca a 37 °C durante 10 minutos
e, em seguida, agite por vortex até os precipitados estarem dissolvidos.
Utilize a temperatura ambiente.

TWB2 15°Ca30°C Utilize a temperatura ambiente.
Placa de -25°Ca-15°C Descongele a temperatura ambiente durante 30 minutos.
adaptador
de indice
Procedimento

1.

Adicione 10 ul de ST2 a cada reagao de fragmentagao e marcagao. Se estiver a usar uma pipeta multicanal,
pipete o ST2 para uma tira de 8 tubos e, em seguida, transfira os volumes apropriados para a placa de PCR.
Use pontas novas para cada coluna ou linha de amostras.

Utilizando uma pipeta de 200 pl regulada para 50 pl, pipete lentamente cada pogo 10 vezes para voltar a
suspender as esferas.
Em alternativa, sele a placa e agite a 1600 rpm durante 1 minuto. Repita conforme necessario.

3. Sele aplaca da amostra e, em seguida, centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.
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4. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
5. Coloque no suporte magnético de placas de PCR e espere até o liquido ficar limpido (3 minutos).
6. [= 48 amostras] Lave trés vezes da seguinte forma.

a. Utilizando uma pipeta multicanal de 200 ul regulada para 60 ul, remova e descarte o sobrenadante sem
perturbar os sedimentos de esferas.

b. Retire do suporte magnético.
Imediatamente a seguir, adicione lentamente 100 pl de TWB2 diretamente sobre as esferas.

d. Pipete lentamente até as esferas estarem completamente suspensas novamente. Em alternativa, sele a
placa e agite a 1600 rpm durante 1 minuto.

e. Seocorrerem salpicos, centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.

f. Coloque no suporte magnético de placas de PCR e espere até o liquido estar limpido (3 minutos).
Deixe a placa no suporte magnético e o TWB2 nos pogos para prevenir desidratagdo quando realizar a
terceira lavagem. Remova e elimine o sobrenadante apds ter preparado a PCR Master Mix (Mistura
principal PCR).

g. Utilizando uma pipeta multicanal de 200 pl regulada para 100 pl, remova e elimine o sobrenadante.
h. Repita os passos b—g duas vezes para um total de trés lavagens.
7. [ > 48 amostras] Lave trés vezes da seguinte forma.

a. Execute os passos b e cemincrementos de 1a 2 colunas até todas as colunas terem sido processadas,
de forma a prevenir desidratagao.

Utilizando uma pipeta multicanal de 200 ul regulada para 60 ul, remova e elimine o sobrenadante.
Retire do suporte magnético.

Imediatamente a seguir, dispense lentamente 100 pl de TWB2 diretamente sobre as esferas.

© o o T

Pipete lentamente até as esferas estarem completamente suspensas novamente. Em alternativa, sele a
placa e agite a 1600 rpm durante 1 minuto.

f. Se ocorrerem salpicos, centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.

g. Coloque no suporte magnético de placas de PCR e espere até o liquido estar limpido (3 minutos).
Deixe a placa no suporte magnético e o TWB2 nos pogos para prevenir desidratagdo quando realizar a
terceira lavagem. Remova e elimine o sobrenadante apds ter preparado a PCR Master Mix (Mistura
principal PCR).

h. Utilizando uma pipeta multicanal de 200 ul regulada para 100 ul, remova e elimine o sobrenadante.

i. Retire do suporte magnético e adicione lentamente 100 pl de TWB2 diretamente sobre as esferas.

j. Repita os passos h eiemincrementos de 1ou 2 colunas até todas as colunas terem sido processadas.
k. Repita os passos e a h duas vezes para um total de trés lavagens.

8. Mantenha no suporte magnético até ao passo 4 da secgao Procedimento em Amplificar ADN fragmentado e
marcado.
O TWB2 permanece nos pogos para prevenir desidratagao das esferas.
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Amplificar ADN fragmentado e marcado

Este passo amplifica o ADN fragmentado e marcado usando um programa para PCR de ciclo limitado. O passo
PCR adiciona adaptadores de indice 1 (i7) e de indice 2 (i5) e sequéncias necessarias para a geragao de clusters
de sequenciagdo.

Consumiveis
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* Placa de adaptador de indice
* Placade PCRde 96 pogos
» Aguaisenta de nuclease
* Selo adesivo
* Tubos de microcentrifugagéo de 1,5 ml
* Pontas de pipeta
— Pipetas multicanal de 20 ul

— Pipetas multicanal de 200 pl

Sobre reagentes

* Placas de adaptador de indice
— Um pogo pode conter > 10 pl de adaptadores de indice.
— Nao adicione amostras a placa de adaptador de indice.

— Cada pocgo da placa de indice é para utilizagdo Unica.
Preparacgao

1. Prepare os seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrugdes
EPM -25°Ca-15°C Descongele a 4 °C ou em gelo durante 1 hora.
Inverta para misturar e, em seguida, centrifugue
brevemente.
Placa de adaptador de -25°Ca-15°C Descongele a temperatura ambiente durante 30 minutos.
indice
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Guarde o seguinte programa eBLTS PCR num termociclador usando o numero apropriado de ciclos PCR
indicados na tabela abaixo.

* Escolha aopgao de tampa pré-aquecida e regular a 100 °C
* Defina o volume de reagao para 50 pl
* 72 °C durante 3 minutos
* 98 °Cdurante 3 minutos
* X ciclos de:
* 98 °C durante 20 segundos
* 60 °C durante 30 segundos
* 72°Cdurante 1 minuto
* 72 °Cdurante 3 minutos

* Mantenhaa10°C
O tempo total de execugdo é ~38 minutos para 9 ciclos e ~46 minutos para 12 ciclos.

Tipo de entrada de amostra Numero de ciclos PCR (X)
10 a 49 ng de ADN gendmico 12
50 a 1000 ng de ADN gendmico 9
50 a 1000 ng de ADN gendmico extraido de amostras FFPE 12
ADN gendmico extraido de sangue 9
Procedimento

1.

Combine os seguintes para preparar a PCR Master Mix (Mistura principal PCR). Multiplique cada volume
pelo nimero de amostras a serem processadas.

* EPM (23 ul)
. Agua isenta de nuclease (23 pl)
O excedente de reagente esta incluido no volume.

2. Pipete a PCR Master Mix (Mistura principal PCR) 10 vezes para misturar €, em seguida, centrifugue
brevemente.

3. Com a placa no suporte magnético, utilize uma pipeta multicanal de 200 pl para remover e eliminar TWB2.
A espuma que ficar nos bordos do pogo néo prejudica a biblioteca.

4. Retire do suporte magnético.
Adicione imediatamente 40 pl de PCR Master Mix (Mistura principal PCR) diretamente sobre as esferas de
cada pogo.

6. Pipete imediatamente para misturar até as esferas estarem novamente completamente suspensas. Em
alternativa, sele a placa e agite a 1600 rpm durante 1 minuto.
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10.

1.

12.
13.

Sele a placa da amostra e centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.
Centrifugue a placa de adaptador de indice a 1000 x g durante 1 minuto.
Prepare a placa de adaptador de indice.

* [< 96 amostras] Perfure o selo de aluminio na placa de adaptador de indice com uma nova ponta de
pipeta para cada pogo, mas apenas para o numero de amostras a serem processadas.

* [96 amostras] Alinhe uma nova placa de PCR com saia parcial por cima da placa de adaptador de indice
e pressione para baixo de forma a perfurar o selo de aluminio. Elimine a placa de PCR usada para
perfurar o selo de aluminio.

Utilizando uma nova ponta de pipeta, adicione 10 pl de adaptadores de indice pré-emparelhados a cada
pogo.

Utilizando uma pipeta regulada para 40 pl, pipete 10 vezes para misturar. Em alternativa, sele a placa e agite
a 1600 rpm durante 1 minuto.

Sele a placa da amostra e, em seguida, centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.

Coloque no termociclador e execute o programa eBLTS PCR.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, armazene entre -25 °C e -15 °C até um maximo de 30 dias.

Limpar bibliotecas

Este passo utiliza o procedimento de purificagado de esferas de dupla face para purificar as bibliotecas
amplificadas.

Consumiveis

CB (Cleanup Beads)

RSB (Resuspension Buffer)

Etanol (EtOH) 80 %, preparado de novo

Placa de armazenamento de pogos profundos de polipropileno com 96 pogos de 0,8 ml (placa MIDI)
Placa de PCR de 96 pocgos

Suporte magnético de placas MIDI

Suporte magnético de placas de PCR

Tubos de microcentrifugagao de 1,5 ml

Agua isenta de nuclease

Sobre reagentes

Cleanup Beads

— Agite por voértex antes de cada utilizagao.
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— Agite por vortex frequentemente de forma a assegurar que as esferas estdo distribuidas
uniformemente.

— Aspire e dispense lentamente devido a viscosidade da solugao.
Preparacgao

1. Prepare os seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrucoes

CB  Temperatura Agite por vortex e inverta para misturar até a cor do liquido ficar homogénea.
ambiente

RSB 2°Ca8°C Descongele a temperatura ambiente durante 30 minutos. Agite por vortex

para misturar.

Procedimento

1. Agite a placa de PCR de 96 pogos a 1800 rpm durante 1 minuto e, em seguida, centrifugue brevemente.
Coloque num suporte magnético de placas de PCR e espere até o liquido ficar limpido (1 minuto).

3. Agite CB em vortex 3 vezes durante 10 segundos e, em seguida, inverta varias vezes para suspender
novamente.

4. Para ADN gendmico de alta qualidade, faga o seguinte.
a. Adicione 77 ul de agua isenta de nuclease a cada pogo da nova placa MIDI.
b. Adicione 88 pl de CB a cada pogo da placa MIDI.

c. Transfira 45 ul do sobrenadante de cada pogo da placa de PCR para o pogo correspondente da placa
MIDI.

d. Elimine a placa de PCR.

e. Pipete cada pogo 10 vezes para misturar. Em alternativa, sele a placa e agite a 1800 rpm durante

1 minuto.
f. Sele aplaca eincube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
g. Verifique se ha bolhas de ar. Se observadas, centrifugue.
h. Coloque no suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido estar limpido (5 minutos).

Durante a incubagéo, agite exaustivamente por vértex as CB e, em seguida, adicione 20 pl a cada pogo
de uma nova placa MIDI.

j.  Transfira 200 pl do sobrenadante de cada pogo da primeira placa MIDI para o pogo correspondente da
nova placa MIDI (que contém 20 ul de esferas de limpezaCB).

k. Elimine a primeira placa MIDI.

I. Pipete cada pogo da nova placa MIDI 10 vezes para misturar. Em alternativa, sele a placa e agite a
1800 rpm durante 1 minuto.

5. Para ADN gendmico extraido de amostras FFPE, faga o seguinte.
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11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

a. Adicione 81 ul de CB a cada pogo da nova placa MIDI.

b. Transfira 45 ul do sobrenadante de cada pogo da placa de PCR para o pogo correspondente da placa

MIDI.
Elimine a placa de PCR.

d. Pipete cada pogo 10 vezes para misturar. Em alternativa, sele a placa e agite a 1800 rpm durante
1 minuto.

Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Verifique se hd bolhas de ar. Se observadas, centrifugue.
Coloque no suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido estar limpido (5 minutos).

Sem perturbar as esferas, remova e elimine o sobrenadante.

. Lave as esferas da seguinte forma.

a. Com a placa no suporte magnético, adicione 200 pl de solugdo nova de EtOH 80 % sem misturar.
b. Incube durante 30 segundos.

c. Sem perturbar as esferas, remova e elimine o sobrenadante.

Lave as esferas uma segunda vez.

Seque ao ar no suporte magnético durante 5 minutos.

Utilize uma pipeta de 20 ul para remover e descartar EtOH residual.

Retire do suporte magnético.

Adicione 17 pyl de RSB as esferas.

Sele a placa e agite a 1800 rpm durante 2 minutos.

Incube a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Verifique se ha bolhas de ar. Se observadas, centrifugue.

Coloque a placa no suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido estar limpido (2 minutos).

Transfira 15 pl de sobrenadante para uma nova placa de PCR de 96 pogos.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, sele a placa e armazene entre -25 °C e -15 °C até um maximo de 30 dias.

Criar pool de bibliotecas pré-enriquecidas

Este passo combina bibliotecas de ADN com indices Unicos num pool de até 12 bibliotecas.
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Métodos de pooling

Pode criar o pool por volume ou massa. Use a seguinte tabela para determinar o método apropriado para a sua
entrada.

Tabela 2 Métodos recomendados de pooling

Entrada de amostras Método de pooling
10 a 49 ng de ADN gendmico Massa

50 a 1000 ng de ADN gendmico Volume

ADN genodmico extraido de amostras FFPE Massa

ADN gendmico extraido de sangue Volume

* O enriquecimento 1-plex ndo requer pooling de bibliotecas pré-enriquecidas. Contudo, pode ser necessario
adicionar RSB.

* Apods a quantificacdo de biblioteca pré-enriquecida, todos os tipos de entrada de amostra podem ser criar
um pool por massa para atingir um equilibrio de indices étimo.

* Orendimento final de bibliotecas pré-enriquecidas geradas em preparagdes experimentais diferentes pode
variar. Consequentemente, o pooling por massa é recomendado para atingir um equilibrio de indices 6timo.

* Use o enriquecimento 1-plex para as seguintes situagdes.
* 10249 ngde ADN gendmico.
* 50a1000 ng de ADN gendmico extraido de amostras FFPE.

* Detecgdo baixa de frequéncias alélicas menores para identificagdo de variante somatica.

Pool por massa

Para as seguintes situagdes, quantifique as suas bibliotecas para utilizar a massa de ADN por biblioteca para o
enriquecimento especificado em Criar pool de bibliotecas pré-enriquecidas a concentragdes iguais na pagina
36.

* 10 a49 ng de entrada de amostras de ADN gendmico.
* 50a1000 ng de ADN gendmico extraido de uma entrada de amostras FFPE.
* Detecdo baixa de frequéncias alélicas menores para identificagdo de variante somatica.

* ADN gendmico extraido de sangue para um equilibrio de indices étimo.

Quantificar bibliotecas pré-enriquecidas
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1. Realize um ensaio com 1 pl de bibliotecas pré-enriquecidas usando o seu método preferido de
quantificagdo baseado em fluorescéncia que utilize corante intercalado de ADN de cadeia dupla.

* Para 50 a 1000 ng de ADN gendmico de alta qualidade, pode contar com um rendimento de biblioteca
pré-enriquecida de = 500 ng.

* Para 50 a 1000 ng de ADN gendmico extraido de amostras FFPE, pode-se contar com um produto de
biblioteca pré-enriquecida entre 500 e 6000 ng, dependendo da qualidade da amostra inicial.

NOTA Paramétodos de quantificagdo com vieses diferentes, classifique o método de quantificagao para
este fluxo de trabalho. Os resultados de concentragdo podem variar dependendo do método
utilizado.

Criar pool de bibliotecas pré-enriquecidas a concentragdes iguais

Use a seguinte tabela para determinar a massa necessario de ADN por biblioteca para o enriquecimento, de
acordo com o tipo de amostra e a plexagem de enriquecimento. Nao sao garantidos os melhores rendimentos
de enrigquecimento e desempenho de ensaio se forem usados rendimentos de bibliotecas pré-enriquecidas
menores que o recomendado.

A massa total de ADN na reacdo de enriquecimento nado deve exceder 6000 ng.

Plexagem de Massa de ADN por Massa total de biblioteca
Entrada de amostras . . o
enriquecimento biblioteca (ng) de ADN (ng)
ADN gendmico de alta 12 250a 500 3000 a 6000
qualidade
ADN gendmico extraido de 1 200 200

amostras FFPE

1. Registe os indices para as bibliotecas com as quais planeia fazer o pool neste passo.

2. Com base na concentragao de cada biblioteca, calcule o volume que deve ser adicionado a reagéo de
enriguecimento para atingir a massa de ADN necessaria.

* ADN gendmico de alta qualidade: Calcule o volume de biblioteca necessario para uma entrada de 250 a
500 ng.

* ADN gendmico extraido de amostras FFPE: Calcule o volume de biblioteca necessario para uma entrada
de 200 ng.

Adicione o volume calculado para cada biblioteca no mesmo po¢o da placa de PCR.

Se estiver a usar ADN gendmico de alta qualidade, execute, de acordo com o volume total de bibliotecas
pré-enriquecidas do pool, um dos seguintes passos:

* Seovolume de biblioteca pré-enriquecida for igual a 30 pl, continue para o passo Hibridizar sondas na
pagina 38.

* Seovolume de biblioteca pré-enriquecida for < 30 pl, adicione RSB até atingir 30 pl de volume total.
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* Se o volume de biblioteca pré-enriquecida for > 30 ul, use um método baseado em esferas ou um
concentrador de vadcuo para concentrar a amostra combinada. Adicione RSB a amostra combinada
concentrada até atingir 30 ul de volume total.

5. Se estiver a usar ADN gendmico extraido de amostras FFPE, siga um dos seguintes passos com base no
volume total de bibliotecas pré-enriquecidas do pool.

* Se o volume de biblioteca pré-enriquecida for igual a 7,5 ul, continue para o passo Hibridizar sondas na
pagina 38.

* Seovolume de biblioteca pré-enriquecida for < 7,5 pl, adicione RSB até atingir 7,5 ul de volume total.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, sele a placa e armazene entre -25 °C to -15 °C até um maximo de 30 dias.

Pool por volume

Quando a entrada de ADN gendmico é de 50 a 1000 ng, ndo é necessario quantificar ou normalizar bibliotecas
individuais geradas na mesma experiéncia.

Para atingir o melhor desempenho possivel, crie pools apenas com amostras de bibliotecas pré-enriquecidas
preparadas pelo mesmo utilizador, lote de reagente e placa de adaptador de indice.
1. Registe os indices para as bibliotecas com as quais planeia fazer o pool neste passo.
2. Combine os seguintes volumes de biblioteca pré-enriquecida e de RSB para a sua plexagem de
enriquecimento no mesmo pog¢o de uma nova placa de PCR.
O volume resultante é 30 pl.

Plexagem de enriquecimento Cada volume de biblioteca
Volume de RSB (ul)

* pré-enriquecida (ul)
1-plex 14 16
2-plex 14 2
3-plex 10 0
4-plex 7,5 0
5-plex 6 0
6-plex 5 0
7-plex 4,2 0,6
8-plex 3,7 0,4
9-plex 3,3 0,3
10-plex 3 0
11-plex 2,7 0,3
12-plex 2,5 0
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*Para mais informagdes sobre plexagens ndo standard (2-plex a 11-plex), consulte Limitagbes do procedimento na pagina
2.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, sele a placa e armazene entre -25 °C to -15 °C até um maximo de 30 dias.

[Opcional] Classificar bibliotecas pré-enriquecidas

Se fizer o pooling por volume, use um método baseado em fluorometria que use corante intercalado de ADN de
cadeia dupla para quantificar as bibliotecas pré-enriquecidas. Para classificar as bibliotecas pré-enriquecidas,
use um analisador de fragmentos de ADN com o kit de analise de fragmentos apropriado.

Use no total 1 pl para a classificagao de bibliotecas. As bibliotecas pré-enriquecidas sao suficientemente
concentradas para permitir pequenas diluicdes para a quantificagdo ou a analise de fragmentos.

Hibridizar sondas

Este passo liga regides alvo de ADN com sondas de captura.

Os reagentes do lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit sdo compativeis com painéis de enriquecimento de
oligonucledtidos de ADN da lllumina e de terceiros. Para mais informagdes sobre especificagdes necessarias
para painéis de terceiros, consulte Requisitos de painéis de sondas de enriquecimento na pagina 11.

Consumiveis
* EHB2 (Enrichment Hyb Buffer 2)
* NHB2 (HYB Buffer 2 + IDT NXT Blockers) (tampa azul)
* Painel de sondas de enriquecimento
* Placade PCR de 96 pogos
* Selo adesivo
* Prepare para procedimento posterior:
— SMB3 (Streptavidin Magnetic Beads)
— EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (tampa ambar)

Sobre reagentes
* O NHB2 precipita e separa-se durante o armazenamento.

* O painel de sondas de enriquecimento refere-se ao painel de oligonucledtidos de enriquecimento escolhido
do fornecedor da lllumina.

Preparacgao

1. Prepare 0s seguintes consumiveis:
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Item Armazenamento Instrucoes

EHB2 2°Ca8°C Leve a temperatura ambiente. Agite por vértex para misturar.
Se observar cristais ou turvagao, repita o vortex, ou pipete
para cima e para baixo para misturar até a solugdo ficar

limpida.
Painel de sondasde -25°Ca-15°C Para painéis lllumina e de terceiros, leve a temperatura
enriquecimento (Hlumina) ambiente. Agite por vortex para misturar.
NHB2 (tampaazul) -25°Ca-15°C Descongele a temperatura ambiente.

Quando estiver a temperatura ambiente, pré-aquega no
incubador de microamostras até a mesma temperatura que a
sonda que estiver a utilizar durante 5 minutos.

Agite por vortex a velocidade maxima, 3 vezes, durante 10
segundos de cada vez para suspender novamente.
Centrifugue brevemente.

Pipete para cima e para baixo desde o fundo do tubo.

Se observar cristais ou turvagao, repita o vortex, ou pipete
para cima e para baixo para misturar até a solugao ficar
limpida.

Utilize enquanto quente para evitar a reformagéao de
precipitados.

SMB3* 2°Ca8°C Se for para o préximo passo imediatamente apds a espera de
90 minutos no programa HYB, leve a temperatura ambiente
pelo menos 2 horas antes de iniciar o programa HYB.

EEW* (tubo @mbar) -25°Ca-15°C Se for para o préximo passo imediatamente apds a espera de
90 minutos no programa HYB, leve a temperatura ambiente
pelo menos 2 horas antes de iniciar o programa HYB.

Se estiver a temperatura ambiente, pré-aqueca no incubador
de microamostras até a temperatura de hibridizagao e
captura aplicavel durante 30 minutos antes de o programa
HYB terminar.

*Se parar antes do procedimento seguinte, atrase a preparagao do reagente até chegar a esse procedimento.
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Guarde o seguinte programa HYB no termociclador usando o nimero apropriado de ciclos, que se
encontram indicados na Tabela 3.

* Escolha aopgao de tampa pré-aquecida e regular a 100 °C
* Defina o volume de reagéo
* [ADNg de alta qualidade] 100 pl
* [ADN gendmico extraido de amostras FFPE] 25 pl
* 98 °C durante 5 minutos
* Xciclos de 1 minuto cada, comegando a 98 °C no primeiro ciclo e, em seguida, diminuindo 2 °C por ciclo
* Mantenha a temperatura aplicavel durante 90 minutos:
* [ADN gendmico extraido de amostras FFPE] 58 °C
* [Painéis de sondas de 80 mer] 58 °C
* [ldentificagdo de variante somatica] 58 °C

* [Todos os outros] 62 °C

O tempo total de execugdo é ~115 minutos.

Tabela 3 Numero de ciclos por amostra ou painel

Amostra e tipo de painel Numero de ciclos (X)
ADN genodmico extraido de amostras FFPE (independentemente do tipo de painel) 20

Painéis de sondas de 80 mer (independentemente do tipo de amostra) 20

Identificagdo de variante somatica 20

Todas as outras amostras e painéis 18
Procedimento

1.

[ADNg de alta qualidade] Adicione os seguintes reagentes na ordem apresentada a cada biblioteca
agrupada em pool na placa de PCR.

N&o crie uma mistura principal. Criar uma mistura principal de NHB2 e EHB2 prejudica o rendimento do
enriquecimento.

* NHB2 (tampa azul) (50 pl)

* Painel de sondas de enriquecimento (10 ul)

* EHB2 (10 pl)

[ADNg de alta qualidade ] Utilizando uma pipeta definida para 90 I, pipete cada pogo 10 vezes para
misturar.

[ADN gendmico extraido de amostras FFPE] Adicione os seguintes reagentes na ordem apresentada para
cada biblioteca do pool na placa de PCR.

N&o crie uma mistura principal. Criar uma mistura principal de NHB2 e EHB2 prejudica o rendimento do
enriguecimento.
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* NHB2 (tampa azul) (12,5 pl)
* Painel de sondas de enriquecimento (2,5 pl)
* EHB2(2,5ul)

4. [ADNg extraido de amostras FFPE]Utilizando uma pipeta definida para 20 pl, pipete cada pogo 10 vezes
para misturar.

Sele a placa e centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.
6. Coloque a placa de amostra no termociclador pré-programado e execute o programa HYB.

7. Prossiga imediatamente para o préximo procedimento quando o tempo de manutengao de temperatura do
programa HYB terminar.

/N ATENGAO

A precipitacdo ocorre se a temperatura da reacao de hibridizacao descer abaixo da temperatura
ambiente.

Capturar sondas hibridizadas

Este passo utiliza Streptavidin Magnetic Beads (SMB3) para captar sondas hibridadas com as regides de
interesse alvo.

Consumiveis
* EEW (Enhanced Enrichment Wash Buffer) (tampa ambar)
* EE1 (Enrichment Elution Buffer 1)
* ET2 (Elute Target Buffer 2)
* HP3 (2N NaOH)
* SMBS3 (Streptavidin Magnetic Beads)
* Tubo de microcentrifugagéo de 1,5 mi
* Placa MIDI de 96 pogos
* Placade PCR de 96 pogos
* Selo adesivo
* Suporte magnético de placas MIDI
* Prepare para procedimento posterior:
— Enhanced PCR Mix (EPM)
— PCR Primer Cocktail (PPC)

Sobre reagentes
* EEW
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illumina

— Verifique se 0 EEW foi descongelado a temperatura ambiente durante pelo menos 2 horas antes de o
pré-aquecer num incubador de microamostras.

— Verifique se o EEW foi aquecido num incubador de microamostras durante 30 minutos antes de o

programa HYB terminar.

— Deixe EEW na incubadora de microamostras quando ndo estiver a ser utilizada. EEW deve permanecer
aquecido ao longo do protocolo.

— Pode estar turvo apds atingir a temperatura ambiente.

— Pode parecer amarelo.
SMB3

— O SMB3 deve estar a temperatura ambiente antes da sua utilizagao.

Preparacgao

1.

Prepare 0s seguintes consumiveis:

Item Armazenamento
SMB3 2°Cas8°C

EEW -25°Ca-15°C
(tubo ambar)

EE1 -25°Ca-15°C
HP3 -25°Ca-15°C
ET2 2°Cas8°C

EPM -25°Ca-15°C
PPC -25°Ca-15°C

Instrugoes

Deixe repousar durante 2 horas para atingir a temperatura ambiente.
Inverta e, em seguida, agite por vortex até estar completamente
suspenso novamente.

Apds incubagdo de 2 horas a temperatura ambiente, pré-aqueca num
incubador de microamostras até a temperatura aplicavel de
hibridizagao e captura durante 30 minutos antes de o programa HYB
terminar.

Descongele a temperatura ambiente e, em seguida, agite por vortex.
Descongele a temperatura ambiente e, em seguida, agite por vortex.
Leve a temperatura ambiente. Agite por vortex para misturar.

Descongele em gelo durante uma hora. Inverta para misturar e, em
seguida, centrifugue brevemente. Reserve em gelo.

Descongele em gelo durante uma hora. Agite por vortex para misturar
e, em seguida, centrifugue brevemente. Reserve em gelo.

Pré-aqueca um incubador de microamostras com uma insercdo do bloco de aquecimento MIDI para incubar
a placa de amostra a uma das seguintes temperaturas. Um segundo incubador de microamostras opcional
pode ser utilizado para pré-aquecer o EEW. Deixe repousar o EEW no topo da inser¢do do bloco de

aquecimento MIDI.

* [FFPE] 58 °C

* [Painéis de sondas de 80 mer] 58 °C

* [Identificagdo de variante somatica] 58 °C

* [Todos os outros] 62 °C
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Procedimento

Captura

1.

Adicione SMB3 ao pogo correspondente de uma nova placa MIDI como se segue.
* [ADNg de alta qualidade] Adicione 250 ul SMB3.
* [ADN genomico extraido de amostras FFPE] Adicione 62,5 pl de SMB3.

Utilizando um conjunto de pipetas para 100 pl para ADNg de alta qualidade ou 25 pl para FFPE, transfira
cada biblioteca agrupada da placa de PCR de 96 pogos para o pogo correspondente da nova placa MIDI.

Sele a placa e agite a 1200 rpm durante 4 minutos.
Se ocorrerem salpicos, centrifugue a placa brevemente.

Coloque a placa de bibliotecas em pool que esta no bloco de aquecimento MIDI no incubador de
microamostras, debaixo do tubo de EEW, feche a tampa e, em seguida, incube durante 15 minutos a
temperatura adequada:

* [FFPE]58°C
. Painel de sondas de 80 mer] 58 °C

[
* [ldentificagdo de variante somatica] 58 °C
* [Todos os outros] 62 °C

Retire a placa de bibliotecas em pool e centrifugue a 280 x g durante 30 segundos.

Coloque imediatamente num suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido estar limpido (2
minutos).

[ADNg de alta qualidade] Utilizando uma pipeta definida para 200 pl, retire e elimine todo o sobrenadante
de cada pogo sem perturbar os sedimentos de esferas.

[ADN gendmico extraido de amostras FFPE] Utilizando uma pipeta regulada para 90 pl, remova e elimine
todo o sobrenadante de cada pogo sem perturbar os sedimentos de esferas.

10. Remova e elimine todo o sobrenadante residual.

Lavagem

1.

Retire do suporte magnético.

2. [ADNg de alta qualidade ] Remova rapidamente EEW do incubador de microamostras e adicione 200 pl a
cada pogo.

3. [ADN genomico extraido de amostras FFPE] Remova rapidamente o EEW do incubador de microamostras
e adicione 50 pl a cada pogo.

4. Reponha o EEW nao utilizado no incubador de microamostras e mantenha-o aquecido.
Sele e agite a 1800 rpm durante 4 minutos.

6. Coloque a placa de amostra na insercao do bloco aquecido MIDI no incubador de microamostras, por baixo
do tubo de EEW, feche a tampa e, em seguida, incube durante 5 minutos a temperatura aplicavel:
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FFPE] 58 °C

Painéis de sondas de 80 mer] 58 °C

Identificagdo de variante somatica] 58 °C

[
[
[
* [Todos os outros painéis] 62 °C

Coloque imediatamente num suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido estar limpido (2
minutos).

Utilizando uma pipeta definida para 200 ul para ADNg de alta qualidade ou 50 ul para amostras FFPE, retire
e elimine todo o sobrenadante de cada poco.

Repita os passos 1a 8 duas vezes para um total de trés lavagens.

Lavagem de transferéncia

Retire do suporte magnético.

2. [ADNg de alta qualidade] Remova rapidamente EEW do incubador de microamostras e adicione 200 ul a
cada pogo.

3. [ADNg extraido de amostras FFPE] Remova rapidamente o EEW do incubador de microamostras e adicione
50 pl a cada pogo.

4. Sele e agite a 1800 rpm durante 4 minutos. Se ocorrerem salpicos, reduza a velocidade para 1600 rpm.
Transfira a solugéo de esferas suspensas novamente para uma nova placa MIDI.
Alguma amostra pode ficar nos pogos.
/AN ATENGAO

Transferir o reagente minimiza o transporte de reagentes residuais que possam inibir a PCR a
jusante.

6. Coloque a placa de amostra nainserg¢ao do bloco aquecido MIDI no incubador de microamostras, feche a
tampa e, em seguida, incube durante 5 minutos a temperatura aplicavel:
* [FFPE] 58 °C
¢ [Painéis de sondas de 80 mer] 58 °C
* [ldentificagdo de variante somatica] 58 °C
* [Todos os outros] 62 °C

7. Coloque imediatamente num suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido estar limpido (2
minutos).

8. Utilizando uma pipeta definida para 200 pl para ADNg de alta qualidade ou 50 pl para amostras FFPE, retire
e elimine todo o sobrenadante de cada poco.

9. Centrifugue a placa a 280 x g durante 30 segundos.

10. Coloque num suporte magnético de placas MIDI durante 10 segundos.

11. Utilize uma pipeta de 20 ul para remover e eliminar liquido residual de cada poco.
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12. Prossiga imediatamente para Eluir na pagina 45 para prevenir a secagem excessiva das esferas e a perda
de rendimento de bibliotecas.

Eluir

1. Combine os seguintes volumes para preparar uma Elution Master Mix. Multiplique cada volume pelo nimero
de bibliotecas em pool a ser processadas.

* EE1(28,5ul)

e HP3(1,5ul)

O excedente de reagente adicional esta incluido no volume.

Agite por vortex para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.
Retire a placa MIDI do suporte magnético.

Adicione 23 pl de Elition Master Mix a cada pogo.

Sele a placa e agite a 1800 rpm durante 2 minutos.

Incube a placa a temperatura ambiente durante 2 minutos.
Centrifugue a 280 x g durante 30 segundos.

Coloque num suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido estar limpido (2 minutos).

© ® N O U A N

Transfira 21 pl de sobrenadante da placa MIDI para o pogo correspondente da nova placa de PCR de 96
pocos.

10. Elimine a placa MIDI.

11. Adicione 4 pyl de ET2 a cada pogo contendo 21 ul de sobrenadante.

12. Regule a pipeta para 20 pl e pipete cada pogo lentamente 10 vezes para misturar.

13. Sele a placa da amostra e, em seguida, centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.

14. Incube a placa durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Amplificar biblioteca enriquecida

Este passo utiliza PCR para amplificar a biblioteca enriquecida.

Consumiveis
* EPM (Enhanced PCR Mix)
* PPC (PCR Primer Cocktail)

* Selo adesivo
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Preparacgao
1. Prepare os seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrugées

EPM -25°Ca-15°C Descongele a 4 °C ou em gelo durante uma hora. Inverta para
misturar e, em seguida, centrifugue brevemente. Reserve em
gelo.

PPC -25°Ca-15°C Descongele a 4 °C ou em gelo durante uma hora. Agite por vortex
para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente. Reserve
em gelo.

2. Guarde o seguinte programa AMP num termociclador usando o niumero apropriado de ciclos PCR, numero
gue se encontra indicado na tabela a seguir.

* Escolha aopgédo de tampa pré-aquecida e regular a 100 °C
* Defina o volume de reagéao para 50 pl
* 98 °C durante 45 segundos
* (X)ciclos de:
* 98 °C durante 30 segundos
* 60 °C durante 30 segundos
* 72 °Cdurante 30 segundos
* 72 °C durante 5 minutos

* Mantenhaa10°C
O tempo total de execugéo é ~35 minutos.

Amostra e tipo de painel (X) Ciclos
FFPE 14
lllumina Exome Panel (CEX) para ADN gendmico de alta qualidade 10
lllumina Exome Panel (CEX) para amostras FFPE 12

Todas as outras amostras e painéis 121234

TPode ser ajustado até 15 ciclos para pequenos painéis de terceiros através de otimizagao posterior. Se utilizar
amostras FFPE, o nimero de ciclos pode ser ajustado até 17.

2 Pode ser ajustado até 17 ciclos para pequenos painéis de terceiros que tenham apenas 500 sondas. Se utilizar
amostras FFPE, o nimero de ciclos pode ser ajustado até 19.

3 Pode ser ajustado até 14 ciclos para amostras FFPE.

4 Aumentar o numero de ciclos de PCR pode resultar numa taxa de duplicagdes mais elevada e em tamanhos de
fragmentos menores em amostras FFPE.
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Procedimento

Adicione 5 pl PPC a cada pogo.
Adicione 20 pl EPM a cada pogo.
Sele a placa e agite a 1200 rpm durante 1 minuto.

Centrifugue a placa a 280 x g durante 10 segundos.

I N

Coloque no termociclador pré-programado e execute o programa AMP.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, armazene entre 2 °C e 8 °C até a um maximo de dois dias. Em alternativa, deixe no termociclador
durante até 24 horas.

Limpar a biblioteca enriquecida amplificada

Este passo utiliza Cleanup Beads para purificar a biblioteca enriquecida e remover produtos indesejados.

Consumiveis

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Etanol 80 % recém-preparado (EtOH)
* Selos adesivos

* Placa MIDI de 96 poc¢os

* Placade PCR de 96 pogos

* Suporte magnético de placas MIDI

Sobre reagentes
* Cleanup Beads
— Agite por vértex antes de cada utilizagao.

— Agite por vértex frequentemente de forma a assegurar que as esferas estéo distribuidas
uniformemente.

— Aspire e dispense lentamente devido a viscosidade da solugao.
Preparacgao

1. Prepare os seguintes consumiveis:
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Item Armazenamento Instrucdes

CB Temperatura Agite por vortex e inverta para misturar até a cor do liquido ficar
ambiente homogénea.

RSB 2°Ca 8°C Leve a temperatura ambiente. Agite por vértex para misturar.

2. Prepara o novo EtOH 80 % a partir de etanol absoluto.

Procedimento

Centrifugue a placa de PCR a 280 x g durante 10 segundos.

Agite as CB por vortex 3 vezes durante 10 segundos, invertendo em seguida.

Adicione 40,5 pl CB a cada pogo de uma nova placa MIDI.

Transfira 45 pl de cada pogo da placa de PCR para o pogo correspondente da placa MIDI.
Sele a placa e agite a 1800 rpm durante 1 minuto.

Incube a placa MIDI a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.

Coloque num suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido ficar limpido (5 minutos).

© ® N O U A NS

Utilizando uma pipeta regulada para 95 pl, remova e elimine todo o sobrenadante de cada pogo.

—_
o

. Lave duas vezes da seguinte forma.
a. Com a placa no suporte magnético, adicione 200 pl de solugdo nova de EtOH 80 % sem misturar.
b. Incube durante 30 segundos.
c. Sem perturbar as esferas, remova e elimine o sobrenadante.
11. Seque ao ar no suporte magnético durante 5 minutos.
12. Enquanto seca a ar, utilize uma pipeta de 20 pl para remover e eliminar EtOH residual de cada poco.
13. Retire do suporte magnético e adicione 32 yl de RSB a cada pogo.
14. Sele a placa e agite a 1800 rpm durante 1 minuto.
15. Incube a placa a temperatura ambiente durante 5 minutos.
16. Centrifugue a 280 x g durante 10 segundos.
17. Coloque num suporte magnético de placas MIDI e espere até o liquido estar limpido (2 minutos).

18. Transfira 30 ul de sobrenadante da placa MIDI de 96 pogos para o pogo correspondente da nova placa de
PCR.

19. Elimine a placa MIDI.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, sele a placa e armazene entre -25 °C e -15 °C até um maximo de 7 dias.
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Verificar bibliotecas enriquecidas

Para quantificar a entrada de ADN gendmico de cadeia dupla, utilize um método baseado em fluorescéncia com
corante intercalado. Evite métodos que mecam acido nucleico total, tais como NanoDrop ou outro método de
absorvéncia UV.

1. Realize um ensaio com 1 pl das bibliotecas enriquecidas utilizando o seu método de quantificagéo.

NOTA A molaridade total de sonda impacta proporcionalmente o rendimento da biblioteca pds-
enriquecimento.

Pode contar com um tamanho médio de insergao de 125 a 235 bp e uma distribuicdo de fragmentos da
biblioteca com uma gama de tamanho de ~200 bp a ~1000 bp.
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Diluir bibliotecas para a concentracgao inicial

Este passo dilui as bibliotecas para a concentragdo inicial para o sistema de sequenciagao do utilizadore é o
primeiro passo numa diluicdo em série. Apds a diluicdo para a concentragao inicial, as bibliotecas estao prontas
a ser desnaturadas e diluidas para a concentragao de carregamento final.

Para a sequenciagao, independentemente do painel de sonda de enriquecimento que estiver a utilizar, a
[llumina recomenda configurar um ensaio de extremidades emparelhadas com 151 ciclos por leitura (2 x 151) e
10 ciclos por leitura indice. Se preferir menos leituras sobrepostas ou menos cobertura de dados brutos, pode
diminuir a sequenciagéo para 2 x 126 ou 2 x 101.

1. Calcule o valor de molaridade da biblioteca ou das bibliotecas em pool utilizando a seguinte férmula.
* Para bibliotecas classificadas num analisador de fragmentos de ADN, utilize o tamanho médio obtido
para a biblioteca.
* Paratodos os outros métodos de classificagdo, utilize 350 bp como o tamanho médio da biblioteca.

1x10° .
; ng WS — Molaridade (nM)
660 — xtamanho médio da biblioteca (bp)

Por exemplo, se a concentragdo da sua biblioteca for 20 ng/ul e o tamanho médio for 350 bp, o valor de
molaridade correspondente sera de 86,58 nM.

6
20mg AT _ g6 58 (nM)
660 - x350(bp)

2. Utilizando o valor de molaridade, calcule os volumes de RSB e de biblioteca necessarios para diluir as
bibliotecas para a concentragao inicial para o sistema do utilizador.

Volume minimo de

Sistema de o L. Concentracao inicial Concentragao de
L biblioteca necessaria .
sequenciagao () (nM) carregamento final (pM)
NextSeq 550Dx 10 2 1,2
MiSeqgDx 5 4 1
NovaSeq 6000Dx 150 (S2) ou 310 (S4) 1,75 350

[NovaSeq 6000Dx] 1,75 nM é a concentragao inicial para uma concentragao de carregamento final de 350
pM. Se necessario, ajuste a concentragido de carregamento final utilizando a tabela seguinte.

Concentragao de Concentracgao de biblioteca
carregamento final (pM) agrupada (nM)
100 0,50
150 0,75
200 1
250 1,25
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Concentragao de Concentragao de biblioteca
carregamento final (pM) agrupada (nM)
300 1,50
350 1,75
400 2
450 2,25
500 2,50

3. Diluir bibliotecas usando RSB:

* Bibliotecas quantificadas como um pool de bibliotecas multiplexado — Dilua o pool para a
concentragao inicial para o sistema do utilizador.

* Bibliotecas quantificadas individualmente — Dilua cada biblioteca para a concentragao inicial para o
sistema do utilizador. Adicione 10 pl de cada biblioteca diluida a um tubo para criar um pool de
bibliotecas multiplexado.

4. Siga as instrugdes de desnaturagao e diluigdo do seu sistema para diluir para a concentragdo de
carregamento final.

* Para o sistema NextSeq 550Dx, consulte Preparacdo para sequenciacdo no NextSeq 550Dx na pagina
51.

* Para o sistema MiSeqDx, consulte a Preparacao para sequenciacdo no MiSeqDx na pagina 53.

* Para o sistema NovaSeq 6000Dx, consulte a secgao Preparagao para sequenciagao no NovaSeq
6000Dx na pagina 54.

As concentragdes de armazenamento finais sdo um ponto de partida e uma orientagao geral. Otimize as

concentragdes para o seu fluxo de trabalho e método de quantificagdo durante ensaios de sequenciagao

subsequentes ou através da titulagao das células de fluxo.

Preparacao para sequenciacao no NextSeq 550Dx

Use as seguintes instrugdes para desnaturar e diluir bibliotecas para sequenciagdo no sistema de sequenciagao
NextSeq 550Dx.

Consumiveis

* HT1 (Hybridization Buffer)
* 1N NaOH

* 200 mM Tris-HCI, pH 7,0
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Preparacgao

Prepare uma nova diluigdo de NaOH a 0,2 N para desnaturar bibliotecas para sequenciagao. E preparado um
volume extra para evitar que pequenos erros de pipetagem afetem a concentragao final de NaOH.

/N ATENGAO

O NaOH a 0,2 N recém-diluido é essencial para o processo de desnaturagdo. Uma desnaturagéo
inadequada pode reduzir o rendimento.

1. Prepare 0s seguintes consumiveis:

Item Armazenamento Instrugdes
HT1 -25°Ca-15°C Descongele a temperatura ambiente. Conserve entre 2 °C e 8 °C até estar
pronto para diluir as bibliotecas desnaturadas.
2. Combine os seguintes volumes num tubo de microcentrifugagao para preparar a nova diluigdo de NaOH:
* Agua laboratorial (800 pl)

* 1N NaOH (200 ul)
O resultado é 1 mlde 0,2 N NaOH.

Inverta o tubo varias vezes para misturar.
4. Combine os seguintes volumes num tubo de microcentrifugagéao para preparar 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.
* Agua laboratorial (800 pl)
* 1M Tris-HCI, pH 7,0 (200 pl)
O resultado € 1 mlde 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

NOTA Mantenha o tubo tapado. Utilize a nova dilui¢do dentro de 12 horas.

Desnaturar bibliotecas

1. Combine os seguintes volumes de biblioteca e de 0,2 N NaOH recentemente diluido num tubo de
microcentrifugagao.

* 10 plde biblioteca
* 10pudlde 0,2 NNaOH
2. Agite brevemente em voértex e, em seguida, centrifugue a 280 x g durante 1 minuto.
Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Adicione 10 pl de 200 mM Tris-HCI, pH 7,0.

Diluir biblioteca desnaturada para 20 pM

1. Adicione 970 ul de HT1 pré-refrigerado ao tubo com bibliotecas desnaturadas.
O resultado é uma biblioteca desnaturada a 20 pM.
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2. Agite brevemente em vortex e, em seguida, centrifugue a 280 x g durante 1 minuto.

3. Coloque as bibliotecas de 20 pM em gelo até estar pronto para avangar para a diluigao final.

Diluir bibliotecas para a concentragao de carregamento

1. Adicione os seguintes volumes para diluir a solugéo de biblioteca desnaturada a 20 pM para 1,2 pM.
* Solugao de biblioteca desnaturada (78 pul)
* HT1 pré-refrigerado (1222 pl)
O volume total ¢ 1,3 mla 1,2 pM.
Inverta para misturar e, em seguida, centrifugue com impulsos.

3. Avance para a sequenciagdo. Para obter instru¢des, consulte o Manual de Referéncia do Instrumento
NextSeq 550Dx (documento n.° 1000000009513) e o Guia do Utilizador da Aplicagdo DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx no NextSeq 550Dx (documento n.° 200025238).

Preparacao para sequenciacao no MiSeqDx

Utilize as seguintes instrugdes para desnaturar e diluir bibliotecas para sequenciagao no sistema de
sequenciacao MiSeqDx.

Consumiveis
* HT1 (Hybridization Buffer)
* 1N NaOH

Preparacgao

Prepare uma nova diluicdo de NaOH a 0,2 N para desnaturar bibliotecas para sequenciacéo. E preparado um
volume extra para evitar que pequenos erros de pipetagem afetem a concentragéo final de NaOH.

/N ATENGAO

O NaOH a 0,2 N recém-diluido é essencial para o processo de desnaturagdo. Uma desnaturagao
inadequada pode reduzir o rendimento.

1. Prepare os seguintes consumiveis:

Item  Armazenamento Instrucdes

HT1 -25°Ca-15°C Descongele a temperatura ambiente. Conserve entre 2 °C e 8 °C até estar
pronto para diluir as bibliotecas desnaturadas.

2. Combine os seguintes volumes num tubo de microcentrifugagao para preparar a nova diluigdo de NaOH:
* Agua laboratorial (800 ul)

* TN NaOH (200 pl)
O resultado é 1 mlde 0,2 N NaOH.
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NOTA Mantenha o tubo tapado. Utilize a nova diluigdo dentro de 12 horas.

Desnaturar uma biblioteca 4 nM

1. Junte os seguintes volumes num tubo de microcentrifugagao.
* Bibliotecade 4 nM (5 pl)
* 0,2NNaOH (5 ul)

2. Agite brevemente em voértex e, em seguida, centrifugue a 280 x g durante 1 minuto.
Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Adicione 990 ul de HT1 pré-refrigerado ao tubo que contém a biblioteca desnaturada.
O resultado é 1 ml de biblioteca desnaturada a 20 pM.

Diluir biblioteca desnaturada a 20 pM

1. Dilua até a concentragao desejada usando os seguintes volumes.

Concentragao 6pM 8pM 10pM 1MMpM 12pM 15pM 20pM
Biblioteca 20 pM 180 ppl 240l 300pl 330pul 360pl 450pl 600 pl
HT1 pré-refrigerado 420l 360l 300 pl 270l 240l 150wl Ol

2. Inverta para misturar €, em seguida, centrifugue com impulsos.

3. Avance para a sequenciagdo. Para obter instrugdes, consulte Guia de referéncia do MiSeqDx Instrument
para MOS v4 (documento n.° 200010452) e o Manual de Fluxo de Trabalho de Geragado de ADN do Local
Run Manager FASTQ Dx para MiSeqDx (documento n.° 200015661).

Preparagao para sequenciacao no NovaSeq 6000Dx

Use as seguintes instrugdes para desnaturar e diluir bibliotecas para sequenciagdo no sistema de sequenciagao
NovaSeq 6000Dx.

Consumiveis

* HP3 (2N NaOH)

* RSB (Resuspension Buffer)

* TN NaOH

* 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

* 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

* Tubo da biblioteca NovaSeq 6000Dx
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Preparacgao

Prepare uma nova diluigdo de NaOH a 0,2 N para desnaturar bibliotecas para sequenciagao. E preparado um
volume extra para evitar que pequenos erros de pipetagem afetem a concentragao final de NaOH.

/N ATENGAO

O NaOH a 0,2 N recém-diluido é essencial para o processo de desnaturagdo. Uma desnaturagéo
inadequada pode reduzir o rendimento.

1.  Combine os seguintes volumes num tubo de microcentrifugac¢ao para diluir entre TN NaOH e 0,2 N NaOH:

Tabela4 Modo S2

Volume para uma célula Volume para duas
Reagente i
de fluxo (pl) células de fluxo (ul)
Agua laboratorial 40 80
TN NaOH de stock 10 20

Estes volumes resultam em 50 pl de NaOH 0,2 N para uma célula de fluxo ou 100 pl de NaOH 0,2 N para
duas células de fluxo.

Tabela 5 Modo S4

Volume para uma célula Volume para duas
Reagente X
de fluxo (pl) células de fluxo (ul)
Agua laboratorial 80 160
TN NaOH de stock 20 40

Estes volumes resultam em 100 pl de NaOH a 0,2 N para uma célula de fluxo ou 200 pl de NaOH a 0,2 N para
duas células de fluxo.

Inverta varias vezes para misturar ou misture bem no vortex.

3. Combine os seguintes volumes num tubo de microcentrifugagéo para preparar 400 mM Tris-HCI, pH 8,0.
* Agua laboratorial (600 pl)

* 1M Tris-HCI, pH 8,0 (400 pI)
O resultado € 1 ml de 400 mM Tris-HCI, pH 8,0

NOTA Mantenha o tubo tapado. Utilize a nova diluigdo dentro de 12 horas.

Criar uma pool de bibliotecas normalizadas

A concentragdo de carregamento pode variar dependendo da preparagdo da biblioteca e dos métodos de
quantificagao.
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Utilize as instrugdes seguintes para normalizar as bibliotecas para a concentragdo adequada e, em seguida,
agrupe. As bibliotecas sequenciadas na mesma célula de fluxo devem ser combinadas num unico pool
normalizado.

NOTA O numero maximo de amostras que podem ser processadas por faixa com o lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Kit é 192. Este limite deve-se ao niimero total de indices UD no Conjunto A e B.

Normalizar bibliotecas para agrupamento

1. Determine a concentragao das bibliotecas do pool necessarias, com base na concentragio de
carregamento final pretendida.

* Parauma concentragao de carregamento final de 350 pM, a concentragao da biblioteca do pool
necessaria é de 1,75 nM.

* Paradeterminar a concentragao da biblioteca do pool para uma concentragao de carregamento final
diferente, consulte Diluir bibliotecas para a concentragdo inicial na pagina 50.

2. Normalize as bibliotecas para a concentracdo de bibliotecas do pool pretendida utilizando 10 mM Tris-HCI,
pH 8,5.
Para obter assisténcia na diluigdo de bibliotecas para a concentragdo adequada, consulte a Calculadora de
pooling no website lllumina.

Concentragdes de carregamento recomendadas

A concentracgao de carregamento ideal depende do tipo de biblioteca e do tamanho do elemento. Para
bibliotecas > 450 bp, podem ser necessarias concentragdes de carregamento mais elevadas.

Agrupar em pool bibliotecas normalizadas e adicionar controlo PhiX opcional

1. Combine o volume adequado de cada biblioteca normalizada num novo tubo de microcentrifugagéo para
resultar num dos seguintes volumes finais:

Modo Volume Final (ul)
S2 150
sS4 310

2. [Opcional] Adicione 1 % de PhiX ndo desnaturado> da seguinte forma.
a. Diluir 10 nM de PhiX para 2,5 nM utilizando 10 mM de Tris-HCI, pH 8,5.
b. Adicione o volume adequado de 2,5 nM de PhiX ndo desnaturado ao tubo da pool de bibliotecas ndo
desnaturadas.

Modo Nao desnaturado 2,5 nM PhiX (ul) Pool de bibliotecas nao desnaturadas (pl)

S2 0,9 150
S4 1,9 310
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Ao adicionar PhiX, 1 % é a quantidade recomendada para bibliotecas bem equilibrados. As bibliotecas de
baixa diversidade podem exigir mais. Para utilizar um controlo PhiX com bibliotecas de baixa diversidade,
contacte a Assisténcia Técnica da lllumina para obter orientagdes.

Conjunto de bibliotecas de desnaturagcao e controlo PhiX opcional

1. Adicione 0,2 N NaOH ao tubo para a pool de bibliotecas ndo desnaturadas e ao PhiX opcional conforme se

segue.

Célula de 0,2 Pool de bibliotecas nao Volume resultante

fluxo N NaOH desnaturadas (pl)

S2 37 150 187 plou 187,9 ul com
PhiX

S4 77 310 387 plou 388,9 pl com
PhiX

2. Tape e depois agite brevemente com o vortex.

3. Centrifugue a 280 x g durante até 1 minuto.

4. Incube a temperatura ambiente durante 8 minutos para desnaturar.

5. Adicione 400 mM de Tris-HCI, pH 8,0 como se segue para neutralizar.
Modo 400 mM Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Volume resultante
S2 38 225 plou 225,9 ul com PhiX
S4 78 465 plou 466,9 ul com PhiX

6. Tape e depois agite brevemente com o vortex.
Centrifugue a 280 x g durante até 1 minuto.

8. Transfira todo o volume da biblioteca desnaturada ou da biblioteca desnaturada e PhiX para o tubo da
biblioteca NovaSeq 6000Dx.

9. Avance para a sequenciagdo. Para obter instru¢des, consulte a documentagdo do produto do instrumento
NovaSeq 6000Dx (documento n.° 200010105) e DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx for
NovaSeq 6000Dx (documento n.° 200014776).
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Resolucao de problemas

Use a seguinte tabela para resolver problemas no fluxo de trabalho. Se um ensaio de sequenciagao ou
preparacgao de banco para uma amostra falhar duas vezes, podera ser necessaria uma resolugdo de problemas
adicional. Contacte a Assisténcia Técnica da lllumina.

Observacgao Causa possivel
Ensaio de Erro de
sequenciagao nao utilizador ou do
passa nas equipamento
especificagdes de laboratorial no
controlo de qualidade  fluxo de
de ensaio trabalho do
ensaio

Problema dos
instrumentos

Erro com a geragdo de Problema de
ficheiros FASTQ ou instrumentos ou
erro geral no sistema  software

de sequenciagao (por

ex., erros de rede,

erros de

carga/descarga de

reagentes, etc.)

Documento n.° 200038118 vO1

Acao recomendada

Classifique as bibliotecas enriquecidas para assegurar um valor
apropriado de rendimento de bibliotecas e distribuicdo de
tamanhos de fragmentos. Repita a preparagao de banco a partir de
um dos seguintes passos, dependendo de onde o erro de utilizagao
ou do equipamento se suspeita ter ocorrido. Se desconhecido, ou
tiverem ocorrido outros erros, contacte a Assisténcia Técnica da
lllumina para resolver os problemas do seu ensaio.

« Volte a sequenciar as bibliotecas. Consulte Preparacéao para
sequenciagdo no NextSeq 550Dx na pagina 51, Preparag¢ao para
sequenciagdo no MiSeqDx na pagina 53 ou Preparacéo para
sequenciagdo no NovaSeq 6000Dx na pagina 54.

» Volte a enriquecer as bibliotecas. Consulte Hibridizar sondas na
pagina 38.

« Inicie a preparagédo de bibliotecas desde o inicio do fluxo de
trabalho. Consulte as Instrugées de utilizagdo na pagina 22.

Contacte a Assisténcia Técnica da lllumina.

Consulte o médulo ou o guia da aplicagao para obter ajuda com a
analise ou consulte Guia de referéncia do NextSeq 550Dx
Instrument (documento n.° 1000000009513), Guia de referéncia do
MiSeqgDx Instrument para MOS v4 (documento n.° 200010452) ou
documentagédo do produto do instrumento NovaSeq 6000Dx
(documento n.° 200010105).

Contacte a Assisténcia Técnica lllumina para ajuda adicional.
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Observacao

A biblioteca de ADN
ndo gera rendimento
suficiente para o
carregamento de
sequenciagao

Causa possivel

Os requisitos
para a entrada
de amostras ndo
foram
cumpridos

Erro de
utilizagcédo ou do
equipamento no
fluxo de
trabalho do
ensaio

Os requisitos
para o painel de
sondas de
enriguecimento
nao foram
cumpridos

Acao recomendada

Confirme que a entrada de amostras é apropriada e repita a
preparacgao de bibliotecas.

Consulte Recomendagbes sobre a entrada de amostras na pagina
19.

Repita a preparagao de biblioteca a partir de um dos seguintes
passos, dependendo de onde o erro de utilizagdo ou do
equipamento se suspeita ter ocorrido. Se desconhecido, ou tiverem
ocorrido outros erros, contacte a Assisténcia Técnica da lllumina
para resolver os problemas do seu ensaio.

« Volte a sequenciar as bibliotecas. Consulte Preparacao para
sequenciagdo no NextSeq 550Dx na pagina 51, Preparag¢do para
sequenciag¢do no MiSeqDx na pagina 53 ou Preparag¢édo para
sequenciagdo no NovaSeq 6000Dx na pagina 54.

 Volte a enriquecer as bibliotecas. Consulte Hibridizar sondas na
pagina 38.

« Inicie a preparacao de bibliotecas desde o inicio do fluxo de
trabalho. Consulte as Instrugdes de utilizagdo na pagina 22.

Confirme que o painel de sondas de enriquecimento é apropriado e
repita a preparagéao de bibliotecas.
Consulte os Requisitos de painéis de sondas de enriquecimento na

pagina 11.

Carateristicas de desempenho

Desempenho com painéis de exomas completos

O desempenho de painéis de exomas foi testado utilizando a entrada recomendada mais baixa (50 ng) e mais
elevada (1000 ng) da Coriell Cell Line gDNA NA12878, com um conjunto de verdades estabelecidas para a
detegdo de variantes de linha germinal (Coriell platinum genome). O painel de exomas 1 (45 Mb) e o painel de
exomas 2 (36,8 Mb) foram usados como painéis representativos. Foram testadas 24 réplicas técnicas através
do ensaio Illumina DNA Prep With Enrichment Dx, usando o painel de exomas 1 (45 Mb) em duas reagdes de
enriguecimento 12-plex. Foram testadas 12 réplicas técnicas através do ensaio lllumina DNA Prep With
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Enrichment Dx, usando o painel de exomas 2 (36,8 Mb) numa reagdo Unica de enriquecimento 12-plex. As
bibliotecas enriquecidas foram sequenciadas no sistema de sequenciagdo NextSeqg 550Dx com o mddulo DNA
Generate FASTQ Dx Local Run Manager.

A tabela seguinte mostra os valores médios das métricas de desempenho da sequenciagdo secundaria e da
identificacdo de variante para as réplicas técnicas testadas com cada painel.

Tabela 6 Desempenho do ensaio com dois painéis de exomas completos

Enriquecimento . . Mediana do - L - Precisao
Painel  de leitura dnica Uniformidade e Sensibilidade Precisao Sensibilidade e
. de cobertura de SNV' de SNV2 de indels’ )
intervalada de fragmento indels?
Painel 80% 96 % 186 bp 96 % 99 % 90 % 89 %
de
exomas
1
(45 Mb)
Painel 93 % 98 % 188 bp 96 % 99 % 92 % 93 %
de
exomas
2 (36,8
Mb)

1 Sensibilidade=Positivos/(Positivos Verdadeiros + Falsos Negativos)
2 Precisdo=Positivos Verdadeiros/(Positivos Verdadeiros + Falsos Positivos)

Limite de detecao

O padréo de referéncia DNA Horizon HD799 foi utilizado para testar o limite de detegdo. O HD799 consiste em
ADN tratado com formalina e moderadamente comprometido, com SNV conhecidas em frequéncias alélicas
que variam entre 1e 24,5 %. Foi utilizada a entrada de ADN recomendada mais baixa (50 ng) e foi avaliada a
taxa de detegdo de SNV com = 5,0 % de frequéncia de variagao alélica (VAF). 16 réplicas técnicas foram
testadas através do ensaio lllumina DNA Prep With Enrichment Dx utilizando o fluxo de trabalho FFPE,
enriquecidas com um painel de enriquecimento pan-cancer (1,94 Mb) em 16 enriquecimentos (1-plex) e, em
seguida, sequenciadas num instrumento NextSeq 550Dx com o mddulo DNA Generate FASTQ Dx.

Todas as amostras passaram nos requisitos de desempenho de amostra especificos de painel de acordo com a
tabela seguinte.
Tabela7 Desempenho da amostra para limite de detegao

Taxa de detecao de variantes Uniformidade

Painel . .
de SNV = 5,0 % VAF Uniformidade de cobertura
Painel de enriquecimento pan-  100% 99%
cancer (1,94 Mb, 523 genes)
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Substancias interferentes

O impacto de potenciais interferentes foi avaliado no lllumina DNA Prep With Enrichment Dx através da
avaliagdo do desempenho do ensaio na presenca substancias interferentes.

Interferéncia em sangue Inteiro

Paracetamol (composto exdgeno, farmaco), creatinina e triglicéridos (metabolitos enddgenos) foram testados
através da sua introducao em espécimes de sangue humano inteiro antes da extragdo de ADN. Para avaliar a
interferéncia resultante da colheita de sangue (colheita curta), EDTA também foi introduzido em espécimes de
sangue inteiro. Além disso, para avaliar a interferéncia resultante da preparagao de amostras, foi introduzido
etanol para biologia molecular em ADN extraido de sangue inteiro.

As tabelas seguintes mostram as concentragdes de teste por interferente.

Tabela 8 Substancias exdgenas potencialmente interferentes e concentracdes testadas em sangue
inteiro

Substancia de teste Concentragao de teste

Paracetamol 15,6 mg/dL*
Trés vezes a concentragdo maxima esperada apds a toma
de uma dose terapéutica de farmaco.

Creatinina 15 mg/dI*
Concentragao mais elevada observada ha populagéo.
Triglicéridos 1,5 g/dL*
Concentracao mais elevada observada na populagao.
EDTA 6 mg/ml
Trés vezes a concentragao esperada em sangue colhido em
tubos EDTA.
Etanol de grau para biologia molecular 15 % v/v

Na eluicdo pds-extragao de ADN.

* Em conformidade com CLSI EP37-ED1:2018

Por cada substancia interferente, 12 réplicas técnicas foram testadas através do ensaio lllumina DNA Prep With
Enrichment Dx, enriquecido com o painel de exomas 1 (45 Mb) num enriquecimento Unico (12-plex) e, em
seguida, sequenciadas num instrumento NextSeq 550Dx com o mddulo DNA Generate FASTQ Dx.

Para as substancias testadas, todos os 12 espécimes cumpriram os requisitos de desempenho de amostra e
ndo se observou interferéncia no desempenho do ensaio.
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Interferéncia em tecidos FFPE

Duas amostras colorretais FFPE foram testadas na presenga e na auséncia de hemoglobina a uma
concentragao de 0,1 mg por 10 um de secgao FFPE, representando o pior cenario possivel de 50 % de
contaminagdo de uma amostra de tecido FFPE com sangue com elevada concentragdo de hemoglobina. Os
espécimes foram testados através do ensaio lllumina DNA Prep With Enrichment Dx usando o painel de
enriquecimento pan-cancer 1 (1,94 Mb) como um painel representativo em enriquecimentos singleplex. As
bibliotecas enriquecidas foram, em seguida, sequenciadas num instrumento NextSeq 550Dx com o médulo
DNA Generate FASTQ Dx. Todos os espécimes cumpriram os requisitos de desempenho de amostra e foi
demonstrado que a hemoglobina nao interfere com o desempenho do ensaio.

Para avaliar a interferéncia resultante da preparagao da amostra, dois compostos exdégenos foram adicionados
ao ADN extraido de uma amostra de tecido FFPE de carcinoma da bexiga. As substancias exdgenas testadas
sdo solugdes de extragao utilizadas normalmente no processo de extragdo de ADN e estao listadas com as
guantidades testadas na tabela seguinte.

As solugdes de substancia de teste estdo disponiveis comercialmente em kits de isolamento de ADN com base
em colunas.

Tabela 9 Substancias exdgenas potencialmente interferentes e concentracdes
testadas em amostras FFPE

Concentracao de teste (p1/30 pl

Substancia de teste
Eluato)

Solugéao de desparafinagao 113x107¢

Wash Buffer (Tamp&o de lavagem) AW2 0,417

Por cada substancia interferente, oito réplicas técnicas foram testadas através do ensaio lllumina DNA Prep
With Enrichment Dx, enriquecidas com o painel de enriquecimento pan-cancer (1,94 Mb) em enriquecimentos
singleplex e, em seguida, sequenciadas num instrumento NextSeq 550Dx com o médulo DNA Generate FASTQ
Dx.

Para ambas as substancias testadas, todos os oito espécimes cumpriram os requisitos de desempenho de
amostra e ndo se observou interferéncia no desempenho do ensaio.

Contaminacao cruzada

As Coriell Cell Line gDNA NA12878 (género feminino, 10 amostras), Coriell Cell Line gDNA NA12877 (género
masculino, 12 amostras) e controlos sem modelo (NTC, 2 amostras) foram testados através do ensaio Illlumina
DNA Prep With Enrichment Dx numa disposi¢do de painel em xadrez. Todas as amostras usaram a
recomendacao de entrada de ADN gendmico mais elevada (1000 ng) como a condigcdo mais rigorosa para
avaliar a contaminagao cruzada da amostra. O teste foi executado duas vezes por dois operadores diferentes.
O painel de exomas 1 (45 Mb) foi usado em reag¢des de enriquecimento 12-plex. As bibliotecas enriquecidas
foram sequenciadas no NextSeq 550Dx com o DNA Generate FASTQ Dx. A avaliagao foi realizada através da
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avaliagdo da cobertura do cromossoma Y especificamente masculino nas amostras femininas, comparando os
niveis de fundo de uma placa completa de amostras femininas e também a representacgao de indice nas
amostras NTC.

Tabela 10 Resultados de contaminagao cruzada

Amostras femininas com cobertura de cromossoma
Y masculino em < 3x o ruido de base

100% < 0,0005 %

Representacao de indice em NTC

Documento n.° 200038118 vO1 63 de 74

PARA UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO. APENAS PARA
EXPORTAGAO.



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Application Performance

As caracteristicas de desempenho da aplicagdo DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx para
NovaSeq 6000Dx sado fornecidas no folheto informativo do instrumento NovaSeq 6000Dx (documento
n.°200025276).

O DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx no NextSeq 550Dx fornece os mesmos fluxos de trabalho
de andlise secundaria que a aplicagdo no NovaSeq 6000Dx, incluindo os trés fluxos de trabalho seguintes:
Geragao FASTQ, geragédo FASTQ e VCF para detegéo de variantes de linha germinal e geragdo FASTQ e VCF
para detecdo de variantes somaticas.

O desempenho da andlise secundaria comparavel foi obtido a partir da mesma preparagao da biblioteca
sequenciada em ambas as plataformas. A taxa de detegéo de variantes (Tabela 11) e a concordancia de
frequéncia (ver Figura 1) para amostras Coriell Cell Line gDNA foram avaliadas utilizando um ensaio
representativo concebido para examinar uma variedade de genes que abrangem 1.970.505 bases (9.232 alvos)
em todos 0s 23 cromossomas humanos. Foram testadas oito amostras de ADN de Platinum Genome, sete em
réplicas de seis (NA12877, NA12878, NA12879, NA12880, NA12882, NA12883, NA12884) e uma (NA12881) em
réplicas de cinco (ver Figura 1). As bibliotecas foram sequenciadas com trés ensaios cada nos instrumentos
NovaSeq 6000Dx e NextSeq 550Dx e a identificagdo de variantes foi realizada utilizando a geragdo FASTQ e
VCF para o fluxo de trabalho de andlise de detegdo de variantes de linha germinal do DRAGEN for Illlumina DNA
Prep with Enrichment Dx Application.

Com base na forte correlagéo entre o desempenho da aplicagdo nos instrumentos NovaSeq 6000Dx e NextSeq
550Dx, as caracteristicas de desempenho relacionadas com a analise secundaria fornecidas no folheto
informativo do instrumento NovaSeq 6000Dx (documento n.° 200025276) também sido determinadas como
aplicaveis a DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na aplicagdo NextSeq 550Dx.

Tabela 11 Desempenho da aplicacdo — Taxa de detegao de variantes para SNV, insergdes e eliminagdes

Taxa de detecdo de variantes Taxa de detecéao de variantes

Painel
aine no NovaSeq 6000Dx no NextSeq 550Dx
Painel pangenoma 99,9% 99,9%
(1,97 Mb, 9.232 alvos, 23 Chr.)
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illumina

Figura1 Comparagao da frequéncia de variantes para ensaios no NovaSeq 6000Dx e no NextSeq 550Dx com
analise da aplicacdo DRAGEN for IDPE Dx
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Anexo: Sequéncias de adaptador de indice dual
unico da lllumina

Estes adaptadores de indice dual Unico (UD) estdo dispostos na placa de forma a garantir a estratégia de
emparelhamento recomendada. Os adaptadores de indice tém um comprimento de 10 bases, em vez do
comprimento tipico de oito bases.

Adaptadores de indice 1, i7

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [17]GTCTCGTGGGCTCGG

Adaptadores de indice 2, i5

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[15]TCGTCGGCAGCGTC

A seguinte sequéncia é usada para o corte de adaptadores na leitura 1 e na leitura 2.

CTGTCTCTTATACACATCT

Adaptadores de indice placa A/conjunto 1

Nome de indice
UDPO0OO0O01
UDP0002
UDP0003
UDP0004
UDPO0O005

Bases i7 no adaptador

CGCTCAGTTC

TATCTGACCT

ATATGAGACG

CTTATGGAAT

TAATCTCGTC
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TCGTGGAGCG

CTACAAGATA

TATAGTAGCT

TGCCTGGTGG

ACATTATCCT
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Nome de indice

Bases i7 no adaptador

Bases i5 no adaptador

illumina

UDP0006 GCGCGATGTT GTCCACTTGT
UDP0007 AGAGCACTAG TGGAACAGTA
UDPO008 TGCCTTGATC CCTTGTITAAT
UDP0009 CTACTCAGTC GTTGATAGTG
UDP0010 TCGTCTGACT ACCAGCGACA
UDPOOM GAACATACGG CATACACTGT
UDP0012 CCTATGACTC GTGTGGCGCT
UDP0013 TAATGGCAAG ATCACGAAGG
UDP0014 GTGCCGCTTC CGGCTCTACT
UDP0015 CGGCAATGGA GAATGCACGA
UDPO0OO016 GCCGTAACCG AAGACTATAG
UDP0017 ACACCATTCTC TCGGCAGCAA
UDP0018 GGTTGCCTCT CTAATGATGG
UDP0019 CTAATGATGG GGTTGCCTCT
UDP0020 TCGGCCTATC CGCACATGGC
UDP0021 AGTCAACCAT GGCCTGTCCT
UDP0022 GAGCGCAATA CTGTGTTAGG
UDP0023 AACAAGGCGT TAAGGAACGT
UDP0024 GTATGTAGAA CTAACTGTAA
UDP0025 TTCTATGGTT GGCGAGATGG
UDP0026 CCTCGCAACC AATAGAGCAA
UDP0027 TGGATGCTTA TCAATCCATT
UDP0028 ATGTCGTGGT TCGTATGCGG
UDP0029 AGAGTGCGGC TCCGACCTCG
UDP0030 TGCCTGGTGG CTTATGGAAT
UDP0031 TGCGTGTCAC GCTTACGGAC
UDP0032 CATACACTGT GAACATACGG
UDP0033 CGTATAATCA GTCGATTACA
UDP0034 TACGCGGCTG ACTAGCCGTG
UDP0035 GCGAGTTACC AAGTTGGTGA
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Nome de indice

Bases i7 no adaptador

Bases i5 no adaptador

illumina

UDP0036 TACGGCCGGT TGGCAATATT
UDP0037 GTCGATTACA GATCACCGCG
UDP0O038 CTGTCTGCAC TACCATCCGT
UDP0039 CAGCCGATTG GCTGTAGGAA
UDP0040 TGACTACATA CGCACTAATG
UDP0041 ATTGCCGAGT GACAACTGAA
UDP0042 GCCATTAGAC AGTGGTCAGG
UDP0043 GGCGAGATGG TTCTATGGTT
UDP0044 TGGCTCGCAG AATCCGGCCA
UDP0045 TAGAATAACG CCATAAGGTT
UDP0046 TAATGGATCT ATCTCTACCA
UDP0047 TATCCAGGAC CGGTGGCGAA
UDP0048 AGTGCCACTG TAACAATAGG
UDP0049 GTGCAACACT CTGGTACACG
UDP0050 ACATGGTGTC TCAACGTGTA
UDP0051 GACAGACAGG ACTGTTGTGA
UDP0052 TCTTACATCA GTGCGTCCTT
UDP0053 TTACAATTCC AGCACATCCT
UDP0054 AAGCTTATGC TTCCGTICGCA
UDP0055 TATTCCTCAG CTTAACCACT
UDP0056 CTCGTGCGTT GCCTCGGATA
UDP0057 TTAGGATAGA CGTCGACTGG
UDPO0O058 CCGAAGCGAG TACTAGTCAA
UDPO0059 GGACCAACAG ATAGACCGTT
UDP0060 TTCCAGGTAA ACAGTTCCAG
UDP0061 TGATTAGCCA AGGCATGTAG
UDPO0062 TAACAGTGTIT GCAAGTICTCA
UDP0063 ACCGCGCAAT TTGGCTCCGC
UDP0064 GTTCGCGCCA AACTGATATO
UDP0065 AGACACATTA GTAAGGCATA
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Nome de indice

Bases i7 no adaptador

Bases i5 no adaptador

illumina

UDP0066 GCGTTGGTAT AATTGCTGCG
UDP0067 AGCACATCCT TTACAATTCC
UDP0068 TTGTTCCGTG AACCTAGCAC
UDP0069 AAGTACTCCA TCTGTGTGGA
UDP0070 ACGTCAATAC GGAATTCCAA
UDP0071 GGTGTACAAG AAGCGCGCTT
UDPO0072 CCACCTGTGT TGAGCGTTGT
UDP0O073 GTTCCGCAGG ATCATAGGCT
UDP0074 ACCTTATGAA TGTTAGAAGG
UDP0075 CGCTGCAGAG GATGGATGTA
UDP0076 GTAGAGTCAG ACGGCCGTCA
UDPO0077 GGATACCAGA CGTTGCTTAC
UDP0078 CGCACTAATG TGACTACATA
UDP0079 TCCTGACCGT CGGCCTCGTT
UDP0080 CTGGCTTGCC CAAGCATCCG
UDP0081 ACCAGCGACA TCGTCTGACT
UDP0082 TTGTAACGGT CTCATAGCGA
UDP0083 GTAAGGCATA AGACACATTA
UDP0084 GTCCACTTGT GCGCGATGTT
UDP0085 TTAGGTACCA CATGAGTACT
UDP0086 GGAATTCCAA ACGTCAATAC
UDP0087 CATGTAGAGG GATACCTCCT
UDP0088 TACACGCTCC ATCCGTAAGT
UDP0089 GCTTACGGAC CGTGTATCTT
UDP0090 CGCTTGAAGT GAACCATGAA
UDP0091 CGCCTTCTGA GGCCATCATA
UDPO0092 ATACCAACGC ACATACTTCC
UDP0093 CTGGATATGT TATGTGCAAT
UDP0094 CAATCTATGA GATTAAGGTG
UDP0095 GGTGGAATAC ATGTAGACAA
UDP0096 TGGACGGAGG CACATCGGTG
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Adaptadores de indice placa B/conjunto 2

Nome de indice

Bases i7 no adaptador

Bases i5 no adaptador

illumina

UDP0097 CTGACCGGCA CCTGATACAA
UDP0098 GAATTGAGTG TTAAGTTGTG
UDP0099 GCGTGTGAGA CGGACAGTGA
UDP0100 TCTCCATTGA GCACTACAAC
UDPO101 ACATCATAT TGGTGCCTGG
UDP0102 CAGGCGCCAT TCCACGGCCT
UDP0103 ACATAACGGA TTGTAGTGTA
UDP0104 TTAATAGACC CCACGACACG
UDP0105 ACGATTGCTG TGTGATGTAT
UDPO0106 TTCTACAGAA GAGCGCAATA
UDPO107 TATTGCGTTC ATCTTACTGT
UDP0108 CATGAGTACT ATGTCGTGGT
UDP0109 TAATTCTACC GTAGCCATCA
UDP0110 ACGCTAATTA TGGTTAAGAA
UDPO111 CCTTGITAAT TGTTGITCGT
UDPO0112 GTAGCCATCA CCAACAACAT
UDP0113 CITGTAATTC ACGGCTCAG
UDP0114 TCCAATTCTA GITAATCTGA
UDPO115 AGAGCTGCCT CGGCTAACGT
UDP0116 CTTCGCCGAT TCCAAGAATT
UbDP0117 TCGGTCACGG CCGAACGTTG
UDP0118 GAACAAGTAT TAACCGCCGA
UDP0119 AATTGGCGGA CTCCGTGCTG
UDP0120 GGCCTGTCCT CATTCCAGCT
UDP0121 TAGGTICTCT GGTTATGCTA
UDP0122 ACACAATATC ACCACACGGT
UDP0123 TTCCTGTACG TAGGTTCTCT
UDP0124 GGTAACGCAG TATGGCTCGA
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Nome de indice

Bases i7 no adaptador

Bases i5 no adaptador

illumina

UDP0125 TCCACGGCCT CTCGTGCGTT
UDP0126 GATACCTCCT CCAGTTGGCA
UDPO0127 CAACGTCAGC TGTTCGCATT
UDP0128 CGGTTATTAG AACCGCATCG
UDP0129 CGCGCCTAGA CGAAGGTTAA
UDP0130 TCTTGGCTAT AGTGCCACTG
UDPO0O131 TCACACCGAA GAACAAGTAT
UDP0132 AACGTTACAT ACGATTGCTG
UDP0133 CGGCCICGTT ATACCTGGAT
UDP0134 CATAACACCA TCCAATTCTA
UDP0135 ACAGAGGCCA TGAGACAGCG
UDPO0O136 TGGTGCCTGG ACGCTAATTA
UDP0137 TAGGAACCGG TATATTCGAG
UDP0138 AATATTGGCC CGGTCCGATA
UDP0139 ATAGGTATTC ACAATAGAGT
UDP0140 CCTTCACGTA CGGTTATTAG
UDP0141 GGCCAATAAG GATAACAAGT
UDP0142 CAGTAGTTGT AGTTATCACA
UDP0143 TTCATCCAAC TTCCAGGTAA
UDP0144 CAATTGGATT CATGTAGAGG
UDP0145 GGCCATCATA GATTGTCATA
UDP0146 AATTGCTGCG ATTCCGCTAT
UDP0147 TAAGGAACGT GACCGCTGTG
UDP0148 CTATACGCGG TAGGAACCGG
UDP0149 ATTCAGAATC AGCGGTGGAC
UDP0150 GTATTCTCTA TATAGATTCG
UDPO0151 CCTGATACAA ACAGAGGCCA
UDP0152 GACCGCTGTG ATTCCTATTG
UDP0153 TTCAGCGTGG TATTCCTCAG
UDP0154 AACTCCGAAC CGCCTTCTGA
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Nome de indice

Bases i7 no adaptador

Bases i5 no adaptador

illumina

UDPO155 ATTCCGCTAT GCGCAGAGTA
UDP0156 TGAATATTGC GGCGCCAATT
UDPO157 CGCAATCTAG AGATATGGCG
UDP0158 AACCGCATCG CCTGCTTGGT
UDP0159 CTAGTCCGGA GACGAACAAT
UDP0160 GCTCCGTCAC TGGCGGTCCA
UDPO0161 AGATGGAATT CTTCAGTTAC
UDP0162 ACACCGTTAA TCCTGACCGT
UDP0163 GATAACAAGT CGCGCCTAGA
UDP0O164 CTGGTACACG AGGATAAGTT
UDPO0165 CGAAGGTTAA AGGCCAGACA
UDP0166 ATCGCATATG CCTTGAACGG
UDP0O167 ATCATAGGCT CACCACCTAC
UDP0168 GATTGTCATA TTGCTIGTAT
UDPO0O169 CCAACAACAT CAATCTATGA
UDP0170 TTGGTGGTGC TGGTACTGAT
UDP0171 GCGAACGCCT TTCATCCAAC
UDP0172 CAACCGGAGG CATAACACCA
UDPO0O173 AGCGGTGGAC TCCTATTAGC
UDP0174 GACGAACAAT TCTCTAGATT
UDP0175 CCACTGGTCC CGCGAGCCTA
UDP0176 TGTTAGAAGG GATAAGCTCT
UDPO0O177 TATATTCGAG GAGATGTCGA
UDP0178 CGCGACGATC CTGGATATGT
UDP0179 GCCTCGGATA GGCCAATAAG
UDP0180 TGAGACAGCG ATTACTCACC
UDPO0O181 TGTTCGCATT AATTGGCGGA
UDP0182 TCCAAGAATT TTGTCAACTT
UDP0183 GCTGTAGGAA GGCGAATTCT
UDP0184 ATACCTGGAT CAACGTICAGC
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Nome de indice

Bases i7 no adaptador

Bases i5 no adaptador

illumina

UDP0185 GTTGGACCGT TCTTACATCA
UDP0186 ACCAAGTTAC CGCCATACCT
UDP0187 GTGTGGCGCT CTAATGTCTT
UDP0188 GGCAGTAGCA CAACCGGAGG
UDP0189 TGCGGTGTTG GGCAGTAGCA
UDP0190 GATTAAGGTG TTAGGATAGA
UDP0191 CAACATTCAA CGCAATCTAG
UDP0192 GTGTTACCGG GAGTTGTACT
. V4 L) L) ~
Historico de revisoes
Documento Data Descricdo da alteracao
Documento Dezembro o Referéncia ao médulo DNA Generate FASTQ Dx Local Run
n.© 200038118 vO1 de 2025 Manager para o NextSeq 550Dx removida.
» Procedimento de limpeza posterior a fragmentacgéo
esclarecido.
e Numero de referéncia do documento Guia de Referéncia do
Instrumento MiSegDx para MOS v4 atualizado.
Documento n.° 200038118 vO1 72 de 74

PARA UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO. APENAS PARA
EXPORTAGAO.



llumina DNA Prep with Enrichment Dx Package Insert illumina

Documento Data Descricdo da alteracéao

Documento Julho de Edi¢do inicial.

n.° 200038118 vOO 2023 Documento anterior 200019584 substituido por este.
Alteragdes do documento 200019584 v2 para este novo
documento:

» Conteudo adicionado para suportar a sequenciagio no
instrumento NextSeq 550Dx utilizando o DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx Application for NextSeq 550Dx.

« Lista de reagentes clarificados nao fornecidos.

» Adicionadas informagdes de notificagdo de incidéncia a
Adverténcias e Precaugdes.

» Expetativa de bibliotecas de enriquecimento clarificadas.

» Adicionada instrugao para preparar Tris-HCI 400 mM, pH 8,0.

 Erro tipografico do passo de preparagdo de sequenciagao
removido.

Alteragdes realizadas anteriormente no documento 200019584

» Conteldo adicionado para suportar a sequenciagdo no
instrumento NovaSeq 6000Dx.

o Foram adicionados os nomes do sistema de sequenciagéo e 0s
numeros de catalogo.

o Foram removidas as informagdes sobre a indexagao dual Unica
para bibliotecas monoindexadas.
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Patentes e marcas comerciais

Este documento e respetivo conteudo séo propriedade da lllumina, Inc. e das suas filiais (“lllumina”) e destinam-se unicamente a utilizagéo
contratual por parte dos clientes, relativamente a utilizagdo do(s) produto(s) descrito(s) no presente documento e para nenhum outro fim.
Este documento e respetivo conteldo ndo podem ser utilizados ou distribuidos para qualquer outro fim e/ou de outra forma transmitidos,
divulgados ou reproduzidos por qualquer via, seja de que natureza for, sem a autorizagdo prévia por escrito da lllumina. A lllumina ndo
concede qualquer licenga ao abrigo da sua patente, marca comercial, direito de autor ou direitos de jurisprudéncia nem direitos
semelhantes de quaisquer terceiros por via deste documento.

As instrugdes contidas neste documento tém de ser estrita e explicitamente seguidas por pessoal qualificado e com a devida formagao
para garantir a utilizagdo adequada e segura dos produtos aqui descritos. Todo o conteldo deste documento tem de ser integralmente lido
e compreendido antes da utilizagao do(s) referido(s) produto(s).

A NAO OBSERVANCIA DA RECOMENDAGAO PARA LEITURA INTEGRAL E SEGUIMENTO EXPLICITO DE TODAS AS INSTRUGOES AQUI
CONTIDAS PODE RESULTAR EM DANOS NO(S) PRODUTO(S), LESOES EM PESSOAS, INCLUINDO NOS UTILIZADORES OU OUTROS, E EM
DANOS MATERIAIS, E IRA ANULAR QUALQUER GARANTIA APLICAVEL AO(S) PRODUTO(S).

A ILLUMINA NAO ASSUME QUALQUER RESPONSABILIDADE RESULTANTE DA UTILIZAGAO INADEQUADA DO(S) PRODUTO(S) AQUI
DESCRITO(S) (INCLUINDO PARTES DOS MESMOS OU DO SOFTWARE).

© 2025 lllumina, Inc. Todos os direitos reservados.

Todas as marcas comerciais sdo propriedade da lllumina, Inc. ou dos respetivos proprietdrios. Para obter informagdes especificas sobre
marcas comerciais, consulte www.illumina.com/company/legal.html.

Informacdes de contacto

ul e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way IVD Promotor australiano

San Diego, California 92122 EUA lllumina Australia Pty Ltd

+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building

+1858 202 4566 (fora da América do Norte) i Level 3, 535 Elizabeth Street
lllumina Netherdands B.V.

techsupport@illumina.com Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000

www.illumina.com iﬁiﬁniﬁf,'ll"n’;';“e“ Austrdlia

Etiquetas do produto

Para uma referéncia completa de simbolos que constam da embalagem e das etiquetas do produto, consulte a
chave de simbolos em support.illumina.com no separador Documentation (Documentacao) do seu Kkit.
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