
PARA UTILIZAÇÃO EM DIAGNÓSTICO IN VITRO.

Utilização prevista
TruSight™ Whole Genome é um dispositivo de diagnóstico in vitro qualitativo destinado à sequenciação do
genoma completo e deteção de variantes de nucleótidos únicos, inserção/eliminações, variantes de números
de cópias, execuções de homozigosidade, expansões de repetição em tandem curtas e variações
mitocondriais no ADN genómico humano extraído do sangue.

TruSight Whole Genome inclui o TruSight Whole Genome Dx Library Prep com Índices UD e o Software TruSight
Whole Genome Analysis Application. O dispositivo destina-se a ser utilizado com aplicações de linhagem
germinativa a jusante compatíveis para desenvolver ensaios de diagnóstico in vitro e por pessoal de laboratório
qualificado e programadores de ensaios.

TruSight Whole Genome destina-se a ser utilizado no NovaSeq™ 6000Dx Instrument.

Resumo e explicação
TruSight Whole Genome é um ensaio de sequenciação de próxima geração que utiliza a preparação de banco
sem PCR baseada em marcação, a partir de ADN genómico (gADN) extraído de sangue humano completo
periférico e sequenciação e análise primária no Illumina® NovaSeq 6000Dx Instrument.

A análise secundária é realizada com o software TruSight Whole Genome Analysis Application no incluído e
necessário Illumina DRAGEN Server for NovaSeq 6000Dx e inclui desmultiplexação, alinhamento com o genoma
de referência humana GrCh38/hg38 e identificação de variantes, bem como anotação e aplicação das
especificações métricas de controlo de qualidade (CQ) em Tabela 1 para garantir o desempenho analítico. Os
resultados do ensaio incluem relatórios de CQ de ensaio e amostra e ficheiros de formato de identificação de
variante genómica (VCF) para utilização com software de análise terciária a jusante e relatório compatível.

TruSight Whole Genome avalia amplamente as variantes genómicas em todas as regiões de codificação e não
codificação do genoma humano. A avaliação da variante inclui a deteção de variantes pequenas, variantes no
número de cópias (CNV), execuções de homozigosidade (ROH) e expansões de repetições curtas em tandem
(STR). Além disso, TruSight Whole Genome deteta a ausência do alelo SMN1 c.840C (NM_
000344.3:c.840C>T), o que poderia indicar eliminação do gene SMN1 ou conversão do gene SMN1/SMN2.¹,² A
perda bialélica do alelo SMN1 c.840C é responsável por aproximadamente 95% dos casos de atrofia muscular
espinhal (AME).³

Tabela 2 fornece informações sobre os tipos de variantes validados com TruSight Whole Genome.

TruSight Whole Genome
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Tipo de saída Métrica Especificação

CQ do ensaio de
sequenciação

% total ≥ Q30 ≥85,0

CQ FASTQ Rendimento por amostra (bps) ≥ 90.000.000.000

CQ de banco de amostra Cobertura autossómica média ≥35,0

Percentagem de autossomas com cobertura superior a
20X

≥93,94

Cobertura normalizada em recipientes GC de 60% a
79%

0,82 ≤ x ≤ 1,13

Cobertura normalizada em recipientes GC de 20% a
39%

0,97 ≤ x ≤ 1,06

Cobertura mitocondrial média ≥ 500,0

Percentagem de bases Q30 ≥ 85,0

Contaminação estimada da amostra ≤ 0,005

Tabela 1 TruSight Whole Genome Especificações métricas de qualidade

Tipo de variante Deteção de variantes validada

Variantes pequenas Variantes de nucleótido único (SNV), inserções/eliminações curtas (1–31
bp)

Variantes no número de
cópias (CNV)

≥10 kb ganhos e perdas

Ensaios de
homozigosidade (ROH)

≥500 kb

SNV mitocondriais % heteroplasmática se ≥ 4,75%

Expansões de repetições
curtas em tandem (STR)

Loci visados (AFF2, AR, ATN1, ATXN1, ATXN10, ATXN2, ATXN3, ATXN7,
ATXN8OS, C9ORF72, CACNA1A, CBL, CNBP, CSTB, DIP2B, DMPK, FMR1,
FXN, GLS, HTT, JPH3, NIPA1, NOP56, NOTCH2NL, PABPN1, PHOX2B,
PPP2R2B e TBP)

Variante SMN1 NM_000344.3:c.840C/T

Tabela 2 Variantes detetadas validadas com TruSight Whole Genome

Princípios do procedimento
TruSight Whole Genome destina-se à preparação de bancos sem PCR para produzir dados de sequenciação do
genoma humano completo. O ensaio começa com a preparação de bancos a partir de ADN genómico
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quantificado extraído de sangue total humano periférico, inclui sequenciação e análise no NovaSeq 6000Dx
Instrument utilizando o TruSight Whole Genome Analysis Application e termina com a identificação e anotação
de variantes.

O procedimento de ensaio TruSight Whole Genome consiste nos seguintes passos:

• Planeamento de Lotes e Criação de Ensaio — Recomenda-se vivamente que planeie o lote e os ensaios
antes de iniciar a preparação do banco. Podem ser preparados até 24 bancos de amostras num lote de
preparação de bancos. Com base no número de amostras, podem ser utilizadas diferentes configurações
de células de fluxo (6-plex em S2 e 16-plex em S4). A Library Tube ID (ID do tubo do banco), os nomes das
amostras e a indexação correspondente são registados durante o planeamento do ensaio e a criação do
ensaio. Para obter mais informações sobre a criação do ensaio, consulte Guia de TruSight Whole Genome
Analysis Application (documento n.º 200049931). Siga o lote planeado durante a execução do fluxo de
trabalho de preparação do banco.

• Preparação para o protocolo — Alguns reagentes estão congelados e têm de ser colocados à temperatura
ambiente. Devido ao fluxo de trabalho curto, é possível concluir a preparação e iniciar a sequenciação no
mesmo dia. Assim, os consumíveis de sequenciação para ensaios planeados também podem ser
descongelados durante este passo. As amostras de ADN genómico quantificadas são descongeladas e
diluídas para uma entrada de ADN otimizada.

• Preparação do banco

– Tagment Genomic DNA — Utiliza Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) para marcar a
entrada de ADN. Durante a marcação, o gADN é fragmentado, assinalado com adaptadores e
imobilizado na superfície das esférulas BLT-PF magnéticas.

– Limpeza pós-marcação — Limpa o ADN marcado com adaptador no BLT-PF e remove o tampão de
paragem para preparar para Índices de Ligação.

– Índices de Ligação — Adiciona índices duplos únicos a bancos para permitir a multiplexagem. Executa a
extensão da folga e elui bancos de ADN de cadeia simples das esférulas.

– Bancos de seleção de tamanho e limpeza — Um procedimento de purificação de esférulas com
seleção de tamanho frente e verso remove fragmentos demasiado pequenos e demasiado grandes para
atingir um comprimento médio de fragmento de aproximadamente 450 bp, intervalo ~360 a 550 bp.

– Bancos de pool e desnaturação — A funcionalidade de autonormalização do BLT-PF permite o
agrupamento por volume sem qPCR ou outra normalização. O volume especificado de cada banco é
agrupado de acordo com o plano para cada ensaio e desnaturado com 0,2N NaOH (diluído HP3). O pool
desnaturado é então transferido para o Tubo de Banco NovaSeq 6000Dx com a ID que corresponde ao
ensaio planeado.

• Sequenciação e análise — Os consumíveis na configuração S2 e/ou S4 são carregados no NovaSeq
6000Dx Instrument, incluindo os Tubos do Banco NovaSeq 6000Dx associados com bancos agrupados.
Após o carregamento, a Library Tube ID (ID do Tubo do Banco) é lida e, se introduzida durante o
planeamento do ensaio, é utilizada para selecionar o ensaio planeado correspondente. Caso contrário, o
ensaio planeado associado tem de ser selecionado manualmente.
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Os bancos agrupados são reunidos numa célula de fluxo e, em seguida, sequenciados utilizando a
sequenciação por síntese (SBS) química no NovaSeq 6000Dx. A química SBS utiliza um método de
terminador reversível para detetar bases únicas de nucleótidos com marcação fluorescente à medida que
são incorporadas em cadeias de ADN crescentes.
O Real-Time Analysis Software (RTA) executa a análise primária que inclui a identificação de bases e a
atribuição de uma pontuação de qualidade a cada identificação de bases. Os dados da análise primária são
transferidos automaticamente para o Illumina DRAGEN Server.
A desmultiplexação e a análise DRAGEN são realizadas automaticamente utilizando o TruSight Whole
Genome Analysis Application. Como parte desta análise, cada ensaio e banco de amostras são revistos
quanto à validade utilizando métricas analíticas descritas no Controlos de qualidade na página 33 e os
resultados são fornecidos em relatórios de amostras consolidados e individuais. Para bancos de amostras
válidas, são gerados ficheiros de formato de identificação de variantes (VCF) com anotações do genoma.
Para obter mais informações sobre o fluxo de trabalho da análise, consulte o Guia de TruSight Whole
Genome Analysis Application (documento n.º 200049931).

Limitações do procedimento
• Para utilização em diagnóstico in vitro.

• TruSight Whole Genome é compatível com ADN genómico derivado de sangue total periférico humano.

• O ensaio não inclui reagentes para extração ou quantificação de ADN. Os resultados dos testes analíticos,
incluindo Substâncias interferentes na página 38, foram obtidos com sangue total utilizando kits de
extração de ADN representativos e kits de quantificação de ADN. Todos os testes de diagnósticos
desenvolvidos para utilização com TruSight Whole Genome requerem validação completa para todos os
aspetos de desempenho com os kits de extração de ADN e de quantificação de ADN escolhidos.

• O ensaio foi configurado e testado relativamente à plexidade da amostra e aos conjuntos de índice
indicados na tabela seguinte.

Tamanho do lote de
preparação do banco

Plexagem Configuração do ensaio Indexação

6, 12, 18 ou 24 amostras 6-plex 1-4 ensaios S2 S2 conjunto 1 a 4

16 amostras 16-plex 1 ensaio S4 S4 conjunto 1 ou 2

22 amostras 16-plex + 6-plex 1 ensaio S4 + 1 ensaio
S2

S4 conjunto 1 ou 2, S2
conjunto 1 a 4 (não
utilizado para S4)

• O ensaio não impõe o rastreio positivo da amostra. Embora o resumo do resultado de CQ de ploidia
apresentado pelo software possa opcionalmente ser utilizado para identificar trocas de amostras, não
identificará homens trocados por homens ou mulheres trocadas por mulheres.
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• O ensaio apenas fornece validação até à saída de ficheiros VCF do genoma. Todos os testes de
diagnósticos desenvolvidos para utilização com TruSight Whole Genome requerem validação completa
para todos os aspetos do desempenho com aplicações a jusante escolhidas.

• O ensaio não comunica identificações de variantes para amostras que falhem o controlo de qualidade.

• O ensaio define níveis de confiança elevados apenas para SNV e inserções/eliminações de 1–5 bp devido a
critérios rigorosos utilizados para definir um contexto genómico como confiança elevada para um
determinado tipo de variante na Determinação do nível de confiança de variantes pequenas na página 39.

• O ensaio foi concebido para avaliar as CNV em todo o genoma reportável, independentemente do contexto
genómico, e exclui regiões com características que refletem as limitações do genoma de referência, tais
como centrómeros, telómeros e CNV comuns que se segregam em populações.

• O desempenho do ensaio não foi avaliado para variantes de número de cópias inferiores a 10 kb.

• O ensaio não comunica translocações, inversões ou rearranjos equilibrados.

• O desempenho do ensaio não foi avaliado para inserções ou eliminações de ADN mitocondrial (mtADN).

• O ensaio apenas apresenta resultados para STR loci listados em Tabela 2. Quando os comprimentos de
expansão STR reais excedem aproximadamente 135 bp, o comprimento observado será frequentemente
uma subestimativa do comprimento real devido a limitações técnicas de leituras curtas, sendo este efeito
ainda mais pronunciado para FMR1. Quando o comprimento real de STR exceda o comprimento médio do
fragmento (~330 bp), o comprimento de STR estimado estabiliza.

• O ensaio não comunica o número de cópias SMN1 ou SMN2.

• O ensaio não faz afirmações sobre a patogenicidade das variantes detetadas.

Componentes do produto
TruSight Whole Genome é composto pelo seguinte:

• TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes, 24 sample (catálogo n.º 20093209)
e

• TruSight Whole Genome Analysis Application (catálogo n.º 20106190, instalado por pessoal com formação
Illumina)
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Reagentes
Reagentes fornecidos
TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 1, PN 20072256

Nome do reagente Quantidade
Volume de

enchimento
Substâncias ativas

Temperatura de
armazenamento

Bead-Linked
Transposomes PCR-Free
(BLT-PF)

1 460 µl Streptavidin Magnetic
Beads ligadas a
transposons em solução
aquosa tamponada.

-25 °C a -15 °C

Extension Ligation Mix
(ELM)

1 1,6 ml Ligase, polimerase de
ADN e
desoxirribonucleótidos
trifosfatados em solução
aquosa tamponada.

-25 °C a -15 °C

2N NaOH (HP3) 1 400 µl Solução 2N de hidróxido
de sódio (NaOH).

-25 °C a -15 °C

Tagmentation Buffer 1
(TB1)

1 290 µl Solução aquosa
tamponada que contém
sal de magnésio e
dimetilformamida.

-25 °C a -15 °C

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 2, PN 20072257

Nome do reagente Quantidade
Volume de

enchimento
Substâncias ativas

Temperatura de
armazenamento

Tagmentation Wash Buffer
2 (TWB2)

1 41 ml Solução aquosa tamponada
que contém detergente e
sal.

15 °C a 30 °C

Resuspension Buffer (RSB) 1 20 ml Solução aquosa
tamponada.

15 °C a 30 °C

Cleanup Beads (CB) 1 10 ml Esferas paramagnéticas
de fase sólida em solução
aquosa tamponada.

15 °C a 30 °C

Stop Tagment Buffer 2
(ST2)

1 1,4 ml Solução de detergente em
água.

15 °C a 30 °C

Neutralization Buffer (NB) 1 450 µl Solução Tris-HCl. 15 °C a 30 °C
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TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual Indexes, PN 20072258

Nome do reagente Quantidade
Volume de

enchimento
Substâncias ativas

Temperatura de
armazenamento

UDI PCR-Free (32 Indexes) 1 37 µl Adaptadores de índice
duplos únicos (DU)
dispostos na placa.

-25 °C a -15 °C

Consumíveis necessários, não fornecidos
• Ethanol 100% (prova 200), grau biológico molecular

• RNase/DNase-free water certificada

• NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 ciclos) (catálogo n.º 20046931)

• NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 ciclos) (catálogo n.º 20046933)

• NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge, (catálogo n.º 20062292)

• NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge, (catálogo n.º 20062293)

• NovaSeq 6000Dx Library Tube (catálogo n.º 20062290)

• NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (catálogo n.º 20062291)

Armazenamento e manuseamento
• A temperatura ambiente é definida entre 15 °C a 30 °C.

• Se qualquer parte da embalagem ou do conteúdo dos componentes do TruSight Whole Genome Dx Library
Prep estiver danificada ou comprometida, contacte o Apoio ao Cliente da Illumina.

• Os reagentes mantêm-se estáveis até à data de validade especificada nas etiquetas dos kits quando
armazenados conforme indicado. Para obter informações sobre as condições de armazenamento, consulte
Reagentes fornecidos na página 6. Armazene os componentes do ensaio à temperatura especificada e não
utilize reagentes expirados. Não troque os componentes de lotes de kits diferentes. Os lotes de kit estão
identificados na etiquetas das caixas.

• As alterações ao aspeto físico dos reagentes pode indicar a deterioração dos materiais. Se ocorrerem
alterações no aspeto físico (por exemplo, alterações óbvias na cor ou turvação do reagente), não utilize os
reagentes. Se observar precipitados para ST2, aqueça a 37 °C durante 10 minutos e, em seguida, agite por
vórtex até o precipitado dissolver.

• A estabilidade do TruSight Whole Genome Dx Library Prep foi avaliada e o desempenho demonstrado para
até quatro utilizações dos tubos congelados quando congelados entre utilizações.
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Equipamento e materiais
Equipamento necessário, não fornecido
Verifique o estado de calibração do equipamento antes de iniciar o ensaio.

Equipamento Fornecedor

Vortexer com capacidade para 3000 rpm, fundo
plano ou copo

Fornecedor geral do laboratório

Incubadora de microamostras calibrada para
garantir uma precisão de temperatura de ± 2 °C

SciGene, catálogo n.º 1057-30-O (ou equivalente)

Incubadora de microamostras para inserção de
placas MIDI de 96 poços

Illumina, catálogo n.º BD-60-601

Microcentrifugador Fornecedor geral do laboratório

Centrifugador de microplacas de 96 poços Fornecedor geral do laboratório

Agitador de placas com as seguintes
especificações:
• Pode agitar a 1800 rpm
• Constante da órbita de mistura 2 mm
• Precisão de mistura de ± 25 rpm

VWR, catálogo n.º 1808-0506 (ou equivalente)

Selante de extremidades ou rolo compressor Fornecedor geral do laboratório

Suporte magnético com as seguintes
especificações:
• Concebido para precipitação/separação de

esférulas paramagnéticas
• Ímanes na parte lateral do suporte, não na parte

inferior
• Para placas MIDI de 96 poços

Thermo Fisher Scientific, catálogo n.º AM10027 ou
equivalente

NovaSeq 6000Dx Instrument Illumina, catálogo n.º 20068232
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Equipamento Fornecedor

Pipetas de precisão (canal único): 
• 10 µl
• 20 µl
• 200 µl
• 1000 µl

Pipetas de precisão (8 canais): 
• 20 µl
• 200 µl

Certifique-se de que as pipetas são calibradas
regularmente e são precisas dentro de 5% do
volume indicado

Fornecedor geral do laboratório

Pipet-Aid Fornecedor geral do laboratório

Materiais necessários, não fornecidos
Certifique-se de que tem os materiais necessários antes de iniciar o protocolo.

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

Materiais Fornecedor

Pipetas serológicas de 5 ml Fornecedor geral do laboratório

Pipetas serológicas de 10 ml Fornecedor geral do laboratório

Selos autocolantes para placas de 96 poços com
as seguintes especificações:
• Poliéster oticamente transparente e destacável
• Adesivo forte que resiste a múltiplas mudanças

de temperatura de -40 °C a 110 °C
• Isento de DNase/RNase

Fornecedor geral do laboratório

Tubos de microcentrifugação, sem nuclease (1,5,
1,7 ou 2,0 ml, a menos que especificado como 0,5
ml)

Fornecedor geral do laboratório

Reservatórios de reagentes sem nuclease, 50 ml
ou equivalente (PVC, descartável por tina)

Fornecedor geral do laboratório

Tubos cónicos de 15 ml Fornecedor geral do laboratório

Tubos cónicos de 50 ml Fornecedor geral do laboratório
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Materiais Fornecedor

Pontas de pipeta resistentes a aerossóis de 20 μl Fornecedor geral do laboratório

Pontas de pipeta resistentes a aerossóis de 200 μl Fornecedor geral do laboratório

Pontas de pipeta resistentes a aerossóis de 1000
μl

Fornecedor geral do laboratório

Placas de armazenamento de 96 poços, 0,8 ml
(placa MIDI)

Thermo Fisher Scientific, parte n.º AB-0859 (ou
equivalente)

Placas de PCR de 96 poços, 0,2 ml
(polipropileno, isento de RNAse/DNAse, baixa
aglutinação)

Fornecedor geral do laboratório

Balde de gelo e gelo Não aplicável

Amostras de ADN genómico quantificadas Não aplicável

Colheita, transporte e armazenamento de
espécimes

ATENÇÃO

Manuseie todos os espécimes como se fossem agentes potencialmente infeciosos.

• Siga os procedimentos de segurança, incluindo a utilização de EPI, ao colher, transportar, armazenar e
processar amostras de sangue humano.

• O transporte de sangue inteiro tem de cumprir todos os regulamentos nacionais, federais, estaduais e locais
relativos ao transporte de agentes etiológicos.

• Recolha 2–5 ml de sangue total periférico em tubos EDTA e conserve entre 2 °C e 8 °C durante até cinco
semanas antes da extração.

• Não foram observados efeitos adversos no desempenho do ensaio com amostras de sangue total com
bilirrubina, hemoglobina, triglicéridos, biotina ou EDTA elevados. Consulte Substâncias interferentes.

• TruSight Whole Genome é compatível com kits e protocolos de extração disponíveis comercialmente que
são apropriados para uso na sequenciação de próxima geração (NGS). Consulte Avaliação do método de
extração de ADN na página 37.

• TruSight Whole Genome é compatível com ADN eluído numa solução tamponada com Tris contendo ≤ 10
mM de EDTA, tal como 10 mM de Tris, 1 mM de EDTA pH 8,0 (TE).

• Recomenda-se a eluição e armazenamento de ADN em TE. Para estabilidade, evite o armazenamento em
água.
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Recomendações sobre entradas de ADN
• Antes de iniciar o ensaio TruSight Whole Genome, quantifique o ADN genómico extraído de sangue total

utilizando qualquer método de quantificação fluorométrica que utilize corantes de ligação de ácidos
nucleicos. Recomenda-se que o gADN para amostras destinadas a um lote de preparação de banco
específico e ensaio de sequenciação seja quantificado em conjunto para eliminar a variabilidade lote a lote,
quando possível, ou que sejam utilizados controlos do processo para garantir ≤ 25% de variabilidade lote a
lote de quantificação de ADN.

• Evite pipetar pequenos volumes de amostra (< 2 μl) para garantir a quantificação e entrada precisas de
ADN.

• O TruSight Whole Genome Dx Library Prep requer ADN suficiente para saturar as esférulas BLT-PF para
uma auto-normalização eficaz dos rendimentos do banco e um desempenho ideal. Devido à variação de
resultados de diferentes métodos de quantificação, a tabela seguinte fornece a introdução de ADN
recomendada para três métodos de quantificação para garantir um desempenho ideal do ensaio. A
utilização de outros métodos de quantificação pode exigir otimização. Consulte Sensibilidade da entrada de
ADN na página 37.

Método Quant Entrada de ADN alvo (ng) Concentração Mínima de Stock de ADN

Kit de ensaio Quant-iT
PicoGreen dsADN

280 11,2 ng/µl

Kit de ensaio Qubit dsADN
de gama alargada (BR)

280 11,2 ng/µl

Kit de quantificação de
dsADN de sensibilidade
ultra alta AccuClear

350 14 ng/μl

Recomendações de proficiência
A proficiência do operador e a implementação bem-sucedida do ensaio podem ser avaliadas ao realizar o fluxo
de trabalho completo uma vez de acordo com as instruções de utilização. Este fluxo de trabalho pode ser
executado com uma única preparação de banco de 6 amostras e ensaio de sequenciação utilizando uma célula
de fluxo S2 ou uma única preparação de banco de 16 amostras e ensaio de sequenciação utilizando uma célula
de fluxo S4. O sucesso é indicado pela aprovação das métricas de CQ do ensaio e do banco registadas no
resultado do Relatório Consolidado pelo software TruSight Whole Genome Analysis Application. Consulte Guia
de TruSight Whole Genome Analysis Application (documento n.º 200049931).

Illumina recomenda a inclusão de amostras de ADN genómico extraídas de sangue total periférico que
cumpram os critérios de qualificação de concentração e volume de stock de ADN para demonstrar uma
integração bem-sucedida do ensaio com processos laboratoriais a montante, tais como colheita e
armazenamento de amostras e procedimentos de extração e quantificação de ADN. Também podem ser
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utilizadas amostras de referência de ADN genómico comercialmente disponíveis derivadas de um único dador
humano, como NA24385/HG002 (National Institute of Standards and Technology Genome in a Bottle
Consortium).

Se surgirem problemas, consulte a secção Resolução de problemas na página 69 para obter as ações
recomendadas e contacte a Assistência técnica Illumina.

Avisos e precauções
• Alguns componentes deste ensaio contêm químicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer danos

corporais por inalação, ingestão, contacto com a pele e contacto ocular. Use equipamento de proteção,
incluindo proteção ocular, luvas e bata de laboratório adequados para o risco de exposição. Manuseie
os reagentes usados como resíduos químicos e elimine-os de acordo com a legislação e os
regulamentos locais, regionais e nacionais aplicáveis. Para consultar as Fichas de Dados de Segurança
(SDS), visite support.illumina.com/sds.html.

• Comunique imediatamente quaisquer incidentes graves relacionados com este produto à Illumina e às
Autoridades competentes dos Estados-membros nos quais o utilizador e o paciente estão estabelecidos.

• Manuseie todas as amostras como se fossem consideradas infeciosas.

• Aplique as precauções de rotina do laboratório. Não coloque a pipeta na boca. Não coma, beba ou fume nas
áreas designadas para trabalho. Use luvas descartáveis e batas de laboratório quando manusear amostras
e reagentes de ensaio. Lave bem as mãos depois de manusear amostras e reagentes de ensaio.

• Este ensaio contém polietilenoglicol. Podem ocorrer danos corporais por inalação, ingestão, contacto com a
pele e contacto ocular.

• Este ensaio contém hidróxido de sódio. Podem ocorrer danos corporais por inalação, ingestão, contacto
com a pele e contacto ocular.

• Os procedimentos de preparação do banco requerem um ambiente sem- RNase/DNAse. Descontamine
completamente as áreas de trabalho com um produto de limpeza inibidor de-RNase/DNAse.

• Utilize tubos, placas, pontas de pipeta e reservatórios de microcentrifugação sem nuclease.

• Utilize equipamento calibrado ao longo do ensaio. Certifique-se de calibrar o equipamento para as
velocidades, temperaturas e volumes especificados neste protocolo.

• Utilize pipetas de precisão para garantir o fornecimento exato de reagentes e de amostras. Calibre
regularmente de acordo com as especificações do fabricante.

• Certifique-se de que utiliza o equipamento especificado para o ensaio e de que define os programas
conforme indicado.

• As temperaturas indicadas para a incubadora de microamostras indicam a temperatura de reação definida,
não necessariamente a temperatura definida do equipamento.

• Não troque os componentes do kit de lotes TruSight Whole Genome Dx Library Prep diferentes. Os lotes
estão identificados na etiqueta da caixa.
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• É necessário que sejam implementadas as devidas práticas laboratoriais para evitar as nucleases e que os
produtos PCR contaminem reagentes, instrumentos, amostras e bancos. A nuclease e a contaminação de
produtos PCR pode causar resultados imprecisos e não fiáveis.

• É necessário um tipo de placa adequado para um desempenho e armazenamento ideais do ensaio.
Certifique-se de que segue as instruções de transferência de placas nas Instruções de utilização na página
16.

• Pode ocorrer contaminação cruzada ou perda de amostras se os selos da placa não forem cuidadosamente
aplicados ou removidos (consulte Manuseamento de placas de preparação do banco na página 14).

• O não seguimento dos procedimentos, da forma descrita, pode resultar em resultados erróneos ou na
redução significativa da qualidade dos bancos.

• Armazene os reagentes ou componentes de ensaio à temperatura especificada.

• Não armazene os reagentes numa unidade de armazenamento sem gelo.

• Não utilize reagentes que tenham sido armazenados incorretamente.

• Não utilize nenhum componente após a data de validade especificada.

• Prepare 0,2N NaOH (HP3 diluído) fresco no dia da utilização e elimine o volume restante após a utilização.

• Prepare etanol a 80% fresco com RNase/DNase-free water no dia da utilização. O etanol pode absorver
água do ar, que pode alterar os resultados. Elimine o etanol a 80% após a utilização, de acordo com os
regulamentos locais, de cada estado e/ou federais. Utilize etanol de grau de biologia molecular.

Notas processuais
Sugestões e técnicas
Evitar a contaminação cruzada

• Ao adicionar ou transferir amostras, mude de pontas entre cada amostra.

• Quando adicionar adaptadores ou primers com uma pipeta multicanal, mude de pontas entre cada poço.

• Sele e descole cuidadosamente as placas numa bancada para evitar a contaminação cruzada da amostra.

• Para evitar a contaminação, cada poço índice é de utilização única.

• Utilize os volumes de tina indicados e não verta o volume restante da tina para tubos de reserva, uma vez
que isto pode causar contaminação. Existe volume suficiente para suportar o fluxo de trabalho.

• Não agrupe bancos de diferentes preparações.

Precisão da pipetagem

Utilize as seguintes orientações, quando utilizar pipetas multicanal:

• Certifique-se de que as pontas de barreira estão bem ajustadas e são adequadas para a marca e modelo de
pipeta multicanal.
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• Fixe as pontas com um movimento de rotação, para certificar-se de que todas as pontas se fixam
igualmente bem.

• Aspire com níveis de volume iguais de líquido em todas as pontas.

• Pipete as soluções viscosas (BLT-PF, CB, ELM, TWB2) lentamente.

• Após a distribuição, certifique-se de que o líquido é distribuído a partir de cada ponta.

Evitar a formação de espuma

• Pipete lentamente e inverta para misturar. Não agite por vórtex ELM e TWB2.

Placas de índice de manuseamento

• Perfure o selo de folha de alumínio apenas para índices que serão utilizados.

• Manuseie a placa pelas extremidades e evite tocar no selo de folha de alumínio com qualquer outra coisa
que não as pontas de pipeta limpas.

• Não reutilize poços que tenham sido perfurados.

• Elimine o volume não utilizado (~30 μl) após a utilização de poços perfurados da placa de índice e coloque o
selo sobre os poços perfurados para evitar a contaminação cruzada.

• Não coloque o selo sobre poços não utilizados, pois isso interfere com a perfuração.

Manuseamento de placas de preparação do banco

• Sele sempre a placa antes de armazenar, agitar, incubar ou centrifugar.

• Para selar a placa, aplique a tampa adesiva na mesma, com um selante de extremidades ou rolo
compressor.

• Certifique-se de que os bordos e os poços estão completamente selados para reduzir o risco de
contaminação e evaporação.

• Sele sempre as placas com um novo selo autocolante da placa. Não reutilize os selos.

• Coloque a placa numa superfície plana antes de remover cuidadosamente o selo.

• Salvo indicação em contrário, os passos podem ser executados com a placa no íman ou fora dele.

Transferências de placas

• Ao transferir volumes entre placas, transfira o volume especificado de cada poço da placa de origem para o
poço correspondente da placa de destino.

Tinas

• Os recipientes de reagentes podem ser utilizados onde indicado. Utilize as seguintes diretrizes:

– Prepare a tina com CB depois de misturar por vórtex. Não é necessário colocar novamente CB no tubo e
agitar por vórtex antes do segundo passo de adição de esférulas.

– Rotule tinas TWB2 e RSB para evitar confusão.

– Elimine os reagentes quando indicado ou no final do fluxo de trabalho.

• Utilize o volume recomendado. Os volumes recomendados incluem 1 ml de excesso para o volume morto da
tina.
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• RSB e TWB2 são embalados em tubos semelhantes. Leia cuidadosamente cada rótulo antes de utilizar.

Centrifugação

• Centrifugue apenas nos passos indicados no procedimento para consolidar líquido ou esférulas no fundo do
poço de modo a evitar a perda de amostras.

Manuseamento de esférulas

• Não congele Cleanup Beads (CB).

• Ao lavar esférulas:

– Utilize o Magnetic Stand-96 para todas as placas MIDI.

– Dispense líquido de forma a que não restem esférulas coladas ao lado do poço.

– Mantenha a placa no suporte magnético.

• Adicione sempre reagentes ao meio ou fundo do poço sem perturbar o pellet de esférulas. Não adicione
reagentes ao topo do poço.

• Pipete as suspensões de esférulas lentamente.

• Agite as esférulas por vórtex até estarem bem dispersas. A cor do líquido deve ser homogénea. Agite por
vórtex, quando especificado no protocolo, para garantir que as esférulas são novamente suspensas no
momento da utilização.

• Se as esférulas não voltarem a suspender, agite novamente.

• Se as esférulas forem aspiradas para as pontas de pipeta, quando não se pretende que o sejam, dispense
as reações de volta para a placa no suporte magnético e aguarde até que o líquido fique límpido (2 minutos).

• Armazene na vertical para garantir que as esférulas são submersas no tampão quando voltar a armazenar
após a utilização.

Controlos
TruSight Whole Genome usa controles analíticos incorporados no software TruSight Whole Genome Analysis
Application para qualificação de dados e não requer o uso de controles de lote externos. Consulte os Controlos
de qualidade na página 33 para obter mais informações sobre especificações métricas.
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Instruções de utilização
TruSight Whole Genome Dx Library Prep Fluxo de trabalho
O diagrama seguinte ilustra o fluxo de trabalho TruSight Whole Genome Dx Library Prep. Os pontos de paragem
de segurança estão marcados entre os passos.

Se parar, volte a colocar os reagentes restantes nos tubos originais à temperatura de armazenamento indicada
em Reagentes fornecidos na página 6. Se continuar, avance para a secção seguinte no protocolo com os
reagentes preparados.

Planeamento em lote e criação de ensaio
Planeie o número de bancos de amostras para o lote e indexação e pooling para ensaios de sequenciação.

TruSight Whole Genome foi avaliado e o desempenho demonstrado para quatro conjuntos de índices para a
célula de fluxo S2 (Figura 1, Tabela 4) e dois conjuntos de índices para a célula de fluxo S4 (Figura 2, Tabela 5).
O software impõe a utilização de conjuntos de índices especificados. Não misture nem combine entre conjuntos
de índices especificados.

A plexidade de sequenciação fora destas recomendações não é suportada.
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Os conjuntos de índice S2 e S4 em conjunto suportam os tamanhos de lote de preparação do banco de 6, 12,
16, 18, 22 e 24 amostras. Utilize os conjuntos de índices compatíveis listados em Tabela 3 para cada tamanho
de lote de preparação do banco.

ATENÇÃO
Disponha as amostras na placa utilizando uma orientação que corresponda à indexação planeada, ou
seja, linhas A a H para um 16-plex, ou linhas A a F para um 6-plex. Adicione índices utilizando uma
pipeta multicanal para evitar ignorar um poço ou adicionar dois conjuntos de índices a uma única
amostra, o que pode causar a ausência de resultados ou resultados falsos, respetivamente.

Tamanho do lote de
preparação do banco

Conjunto de índice Configurações de célula de fluxo

6 amostras Conjunto de índices S2 1, 2, 3 ou 4 (escolha
qualquer 1 conjunto)

S2 x 1

12 amostras Conjunto de índices S2 1, 2, 3 ou 4 (escolha
quaisquer 2 conjuntos)

S2 x 2

18 amostras Conjunto de índices S2 1, 2, 3 ou 4 (escolha
quaisquer 3 conjuntos)

S2 x 3

24 amostras Conjunto de índices S2 1, 2, 3 e 4 S2 x 4

16 amostras Conjunto de índices S4 1 ou 2 S4 x 1

22 amostras Conjunto de índices S4 1 + conjunto de
índices S2 3 ou 4

S4 x 1 e S2 x 1

Conjunto de índices S4 2 + conjunto de
índices S2 1 ou 2

Tabela 3 Opções do conjunto de índices para o lote de preparação do banco
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Figura 1 Disposição da placa de índices que mostra quatro conjuntos de índices para sequenciação de célula
de fluxo S2

Conjunto de índices S2 1
(verde)

Conjunto de índices S2 2
(amarelo)

Conjunto de índices S2 3
(azul)

Conjunto de índices S2 4
(magenta)

1 2 3 4

A UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDP0089
B UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
C UDP0039 UDP0067 UDP0083 UDP0091
D UDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
F UDP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094

Tabela 4 Conjuntos de índices S2 para célula de fluxo S2
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Figura 2 Disposição da placa de índices que mostra dois conjuntos de índices para sequenciação de célula de
fluxo S4

Conjunto de índices S4 1 (verde) Conjunto de índices S4 2 (azul)

1 2 3 4

A UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDP0089
B UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
C UDP0039 UDP0067 UDP0083 UDP0091
D UDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
F UDP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094

G UDP0043 UDP0071 UDP0087 UDP0095
H UDP0044 UDP0072 UDP0088 UDP0096

Tabela 5 Conjuntos de índices S4 para célula de fluxo S4

Registe o nome único do lote e os dados da amostra, incluindo a ID da amostra, a ID do poço da placa de índice
associada (consulte o Anexo A na página 84), a placa do banco, a ID do poço da placa do banco e a ID do tubo
do banco (se conhecida). Esta informação é introduzida durante a criação do ensaio.

Para obter instruções sobre como utilizar a aplicação para Criar Ensaios, consulte Guia de TruSight Whole
Genome Analysis Application (documento n.º 200049931). Registe o Nome do Ensaio a utilizar durante o
carregamento de consumíveis.
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ATENÇÃO
Certifique-se de que os índices e amostras associadas utilizados durante a preparação do banco
correspondem aos registados e utilizados para Criar Ensaio. As discrepâncias podem causar a
comunicação de resultados incorretos ou nenhum resultado.

Preparação do protocolo
Preparar reagentes e equipamento

Se planear sequenciar no mesmo dia, descongele os consumíveis de sequenciação com antecedência.
Consulte Documentação de produto do NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do documento: 200010105) para
obter instruções detalhadas.

1. Pré-aqueça a incubadora de microamostras com uma placa MIDI a 47 °C.

2. Remova os seguintes reagentes da caixa e descongele da seguinte forma.

Reagente Nome da caixa Instruções de descongelação

BLT-PF TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Descongele à temperatura ambiente
durante 30 minutos.

ELM TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Descongele à temperatura ambiente
durante 30 minutos. Em seguida,
mantenha em gelo até ser necessário.

HP3 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Descongele à temperatura ambiente
durante 30 minutos.

TB1 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Descongele à temperatura ambiente
durante 30 minutos.

Índices DU TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual
Indexes

Descongele à temperatura ambiente
durante 30 minutos.

Tabela 6 Armazenamento entre -25 °C e -15 °C

Reagente Nome da caixa Instruções de descongelação

CB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Utilize à temperatura ambiente.

RSB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Utilize à temperatura ambiente.

ST2 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Utilize à temperatura ambiente.

TWB2 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Utilize à temperatura ambiente.

NB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 Utilize à temperatura ambiente.

Tabela 7 Armazenamento entre 15 °C e 30 °C
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ATENÇÃO

Este conjunto de reagentes contém químicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer danos
corporais por inalação, ingestão, contacto com a pele e contacto ocular. Use equipamento de
proteção, incluindo proteção ocular, luvas e bata de laboratório adequados para o risco de
exposição. Manuseie os reagentes usados como resíduos químicos e elimine-os de acordo com a
legislação e os regulamentos locais, regionais e nacionais aplicáveis. Para informações adicionais
relativas à higiene e segurança no trabalho, consulte as fichas SDS em
support.illumina.com/sds.html.

Prepare amostras de ADN

Prepare os seguintes consumíveis.

• Amostras de gADN quantificadas:

a. Leve à temperatura ambiente.

b. Centrifugue brevemente para colher gotículas.

c. Agite ou pipete para misturar, em seguida, centrifugue brevemente.

• RSB — Agite ou inverta para misturar. Conserve à temperatura ambiente.

– RSB e TWB2 são embalados em tubos semelhantes. Leia cuidadosamente cada rótulo antes de utilizar.

Procedimento

Dependendo da entrada de ADN, que varia com base no método de quantificação de ADN utilizado, calcule os
volumes necessários para preparar amostras de ADN diluídas. As fórmulas são fornecidas abaixo para os três
métodos de quantificação de ADN testados. Consulte as Recomendações sobre entradas de ADN na página 11
e no Anexo B na página 87 para obter mais informações.

Os cálculos assumem um volume mínimo de pipetagem de 2,0 μl e incluem um excesso de 10%. O
arredondamento deve ser realizado nos últimos passos, após a conclusão dos cálculos, utilizando o número
necessário de decimais para garantir uma pipetagem precisa.

Opção 1: Entrada de ADN de 280 ng para Métodos de Quantificação de Intervalo Alargado
Quant e Qubit

A concentração mínima de stock de ADN da amostra é de 11,2 ng/µl. As amostras < 11,2 ng/μl têm maior
probabilidade de falhar o CQ do banco após a sequenciação. Dependendo da concentração do stock de ADN,
utilize uma das equações abaixo para realizar cálculos.

1. Para a concentração de stock de ADN de 11,2 a 154,0 ng/μl, calcule o volume de stock de ADN e RSB
necessário utilizando um volume total de ADN diluído de 27,5 μl (25 μl mais 10% de excedente) como
constante:

a. Calcule o volume do stock de ADN:
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b. Calcule o volume do stock de RSB:

c. Verifique os cálculos: Confirme o volume de stock de ADN calculado (μl) + o volume calculado de RSB
(μl) = 27,5 μl, o volume total de ADN diluído (uma constante, 25 μl mais 10% de excedente).

2. Em alternativa, para concentrações de stock de ADN > 154,0 ng/μl, calcule o volume total de ADN diluído e
RSB necessário utilizando o volume de stock de ADN de 2,0 μl e a concentração de stock de ADN diluído
alvo de 11,2 ng/μl como constantes.

a. Calcule o volume total de ADN diluído:

b. Calcule o volume de RSB:

c. Verifique os cálculos: Confirme o volume total calculado de ADN diluído (μl) - o volume calculado de
RSB (μl) = 2,0 μl, o volume de stock de ADN (uma constante).

Avance para o Passo 3 abaixo.

Opção 2: Entrada de ADN de 350 ng para Método de Quantificação de Sensibilidade Ultra
Alta Accuclear

A concentração mínima de stock de ADN da amostra é de 14,0 ng/μl. As amostras < 14,0 ng/μl têm maior
probabilidade de falhar o CQ do banco após a sequenciação. Dependendo da concentração do stock de ADN,
utilize uma das equações abaixo para realizar cálculos.

1. Para uma concentração de stock de ADN de 14,0 a 192,5 ng/μl, calcule o volume de stock de ADN e RSB
necessário utilizando um volume total de ADN diluído de 27,5 μl (25 μl mais 10% de excedente) como
constante:

a. Calcule o volume do stock de ADN:
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b. Calcule o volume do stock de RSB:

c. Verifique os cálculos: Confirme o volume de stock de ADN calculado (μl) + o volume calculado de RSB
(μl) = 27,5 μl, o volume total de ADN diluído (uma constante, 25 μl mais 10% de excedente).

2. Em alternativa, para concentrações de stock de ADN > 192,5 ng/μl, calcule o volume total de ADN diluído e
RSB necessário utilizando o volume de stock de ADN 2,0 μl como uma constante.

a. Calcule o volume total de ADN diluído:

b. Calcule o volume de RSB:

c. Verifique os cálculos: Confirme o volume total calculado de ADN diluído (μl) - o volume calculado de
RSB (μl) = 2,0 μl, o volume de stock de ADN (uma constante).

3. Rotule um novo tubo de microcentrifugação de 0,5 ml para cada amostra diluída.

4. Adicione o volume de RSB calculado acima ao respetivo tubo para cada amostra diluída.

5. Adicione o volume de stock de ADN calculado acima ao respetivo tubo para cada amostra diluída.

6. Agite por vórtex para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

Preparação do banco
Utilize os passos de preparação nesta secção para preparar os reagentes com antecedência.

A menos que esteja especificado um ponto de paragem seguro, avance imediatamente para o passo seguinte.

Preparação

Prepare os seguintes consumíveis: 

• BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free) — Agite por vórtex para misturar. Se utilizar vários tubos,
agite por vórtex para misturar e, em seguida, combine.

• TB1 (Tagmentation Buffer 1):

a. Agite por vórtex para misturar.

b. Centrifugue brevemente.

• ST2 (Stop Tagment Buffer 2):

a. Inspecione para verificar se existe precipitação. Se observar precipitados, aqueça a 37 °C durante 10
minutos e, em seguida, agite por vórtex até o precipitado dissolver.

b. Agite completamente por vórtex para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.
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• ELM (Extension Ligation Mix):

a. Inverta para misturar. Não agite por vórtex.

b. Armazene em gelo até à utilização.

• HP3 (2N NaOH):

a. Agite por vórtex para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

b. Conserve à temperatura ambiente.

• NB (Neutralization Buffer):

a. Agite por vórtex para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

b. Conserve à temperatura ambiente.

• CB (Cleanup Beads):

a. Agite por vórtex durante 1 minuto.

b. Inverta 2 a 5 vezes e, em seguida, agite completamente por vórtex para ressuspender.

• Adaptadores de índice (UDI PCR-Free (32 Indexes)):

a. Agite por vórtex para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

b. Conserve à temperatura ambiente.

• TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2):

a. Rotule a tampa do tubo TWB2.

b. Inverta completamente para misturar.

• Num tubo de microcentrifugação rotulado 0,2N NaOH, combine os seguintes volumes para preparar 0,2N
NaOH de acordo com o tamanho do lote planeado. Agite por vórtex para misturar.

NOTA Se estiver a planear agrupar e desnaturar bancos no mesmo dia, prepare mais 0,2N NaOH.
Consulte Preparação na página 30.

Reagente
6 Amostras
(μl)

12 Amostras
(μl)

16 Amostras
(μl)

18 Amostras
(μl)

22 Amostras
(μl)

24 Amostras
(μl)

HP3 30 60 80 90 110 120

RSB 270 540 720 810 990 1080

• Num tubo cónico de 15 ml, combine os seguintes volumes para preparar EtOH a 80% de acordo com o
tamanho do lote planeado. Está incluída a utilização em excesso. Agite por vórtex para misturar.
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Reagente
6 Amostras
(ml)

12 Amostras
(ml)

16 Amostras
(ml)

18 Amostras
(ml)

22 Amostras
(ml)

24 Amostras
(ml)

100% etanol,
puro (prova
200)

4 8 8 12 12 12

Água isenta
de nuclease

1 2 2 3 3 3

ATENÇÃO

Este conjunto de reagentes contém químicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer danos
corporais por inalação, ingestão, contacto com a pele e contacto ocular. Use equipamento de
proteção, incluindo proteção ocular, luvas e bata de laboratório adequados para o risco de exposição.
Manuseie os reagentes usados como resíduos químicos e elimine-os de acordo com a legislação e os
regulamentos locais, regionais e nacionais aplicáveis. Para informações adicionais relativas à higiene
e segurança no trabalho, consulte as fichas SDS em support.illumina.com/sds.html.

Tagment Genomic DNA

Este passo utiliza o Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) para a fragmentação e marcação de ADN,
que é um processo que fragmenta e marca o ADN com sequências de adaptação.

Consumíveis
• Placa MIDI de 96 poços

• BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free)

• Tagmentation Buffer 1 (TB1)

• ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

Procedimento

1. Confirme que a incubadora de microamostras com inserção de placa MIDI está pré-aquecida a 47 °C.

2. Rotule uma nova placa LP1 MIDI de 96 poços (Placa do banco 1).

3. Designe e registe IDs de poço de amostra para marcação de amostras e reagentes de ADN diluídos.

4. Transfira 25 μl de ADN de amostra diluído para cada poço.

5. Adicione TB1 10 μl a cada poço.

6. Agite BLT-PF vigorosamente por vórtex durante 1 minuto para ressuspender. Não centrifugue. Repita
conforme necessário.

7. Adicione BLT-PF 15 μl a cada poço.

8. Sele e agite LP1 a 1800 rpm durante 1 minuto.

9. Incube LP1 na incubadora de microamostras pré-aquecida a 47 °C durante 8 minutos.
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NOTA Espera-se uma condensação ligeira no vedante da placa. Não centrifugue.

10. Remova o selo e adicione ST2 10 μl a cada poço.

11. Sele e agite LP1 a 1800 rpm durante 1 minuto e depois avance para o passo seguinte.

Limpeza posterior à fragmentação e marcação

Os passos seguintes eliminam o ADN não ligado e efetuam a troca de tampão para preparar para o passo
seguinte.

Consumíveis
• TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)

• Tina

Sobre reagentes

• Pipete TWB2 lentamente para minimizar a formação de espuma.

• RSB e TWB2 são embalados em tubos semelhantes. Leia cuidadosamente cada rótulo antes de utilizar.

Procedimento

1. Remova o selo e coloque LP1 no suporte magnético e espere até o líquido estar límpido (2 minutos).

2. Prepare a tina TWB2 com volumes de acordo com a tabela seguinte e identifique claramente a tina TWB2.
Os volumes incluem 1 ml de excesso para o volume morto da tina. Mantenha a tina para passos posteriores.

Reagente
6 Amostras

(μl)
12 Amostras

(μl)
16 Amostras

(μl)
18 Amostras

(μl)
22 Amostras

(μl)
24 Amostras

(μl)

TWB2 3700 6400 8200 9100 10900 11800

3. Com LP1 no suporte magnético, utilize uma pipeta multicanal definida para 60 μl para remover e eliminar
todo o sobrenadante de cada poço, sem perturbar o pellet de esférulas.

4. Utilizando uma pipeta multicanal, adicione 150 μl TWB2 a cada poço.

5. Sele e agite LP1 a 1800 rpm durante 1 minuto.

6. Remova o selo e coloque LP1 no suporte magnético e espere até o líquido estar límpido (2 minutos).

7. Coloque de novo BLT-PF em congelação durante a incubação e, em seguida, avance para o passo seguinte.

Índices de ligação

Nesta secção, os utilizadores ligam os adaptadores de índice duplo únicos a cada amostra de acordo com a
indexação planeada durante o Planeamento em lote e criação de ensaio na página 16.
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Consumíveis
• ELM (Extension Ligation Mix)

• Adaptadores de índice (UDI PCR-Free (32 Indexes))

• TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2) tina

• 0,2N NaOH (Diluído HP3)

Sobre reagentes

• Os poços da placa de índice não podem ser reutilizados.

• Aspire e dispense ELM lentamente devido à viscosidade da solução.

• RSB e TWB2 são embalados em tubos semelhantes. Leia cuidadosamente cada rótulo antes de utilizar.

Procedimento

1. Mantenha LP1 no suporte magnético e execute os seguintes passos:

a. Utilizando uma pipeta regulada para 150 µl, remova e elimine o sobrenadante de cada poço.

b. Sem perturbar o pellet de esférulas, utilize uma pipeta de 20 µl para remover e eliminar o TWB2 residual
de cada poço.

c. Adicione 45 μl ELM a cada poço.

d. Perfure o selo de alumínio na placa do adaptador de índice para cada um dos poços de índice planeados
utilizando uma pipeta multicanal P200 e pontas de pipeta novas. Para evitar contaminação, utilize uma
ponta de pipeta nova para cada poço.

e. Adicione adaptadores de índice de 5 μl aos poços de amostra correspondentes do LP1 de acordo com
os índices selecionados durante o planeamento do lote utilizando uma pipeta multicanal P-10 ou P-20.

2. Sele e agite LP1 a 1800 rpm durante 1 minuto.

3. Incube LP1 na incubadora de microamostras pré-aquecida a 47 °C durante 8 minutos.

NOTA Espera-se uma condensação ligeira no vedante da placa. Não centrifugue.

4. Volte a colocar ELM em armazenamento congelado durante a incubação.

5. Remova o selo e coloque LP1 no suporte magnético e espere até o líquido estar límpido (2 minutos).

6. Com LP1 no suporte magnético, utilize uma pipeta multicanal definida para 50 μl, para remover e eliminar o
sobrenadante de cada poço, sem perturbar o pellet de esférulas.

7. Lave as esférulas da seguinte forma.

a. Adicione 150 μl TWB2 às esférulas em cada poço utilizando uma pipeta multicanal.

b. Sele e agite LP1 a 1800 rpm durante 1 minuto.

c. Remova o selo e coloque LP1 no suporte magnético e espere até o líquido estar límpido (2 minutos).

d. Com LP1 no suporte magnético, utilize uma pipeta multicanal definida para 150 μl, para remover e
eliminar o sobrenadante de cada poço, sem perturbar o pellet de esférulas.
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8. Lave as esférulas uma segunda vez.

9. Com LP1 no suporte magnético, utilize uma pipeta multicanal definida para 20 μl para remover e eliminar
TWB2 residula de cada poço sem perturbar o pellet de esférulas.

10. Adicione 45 μl de 0,2N NaOH preparado anteriormente a cada poço.

11. Sele e agite LP1 a 1800 rpm durante 1 minuto e, em seguida, avance para a secção seguinte.

Seleção de tamanho e limpeza de bancos

Este passo utiliza uma seleção de tamanho frente e verso de bancos. No primeiro passo, Cleanup Beads são
adicionados aos bancos eluídos e esférulas BLT-PF. Em seguida, o sobrenadante que contém o banco de
cadeia simples eluído é transferido para uma nova placa, enquanto os fragmentos demasiado grandes
permanecem para trás. No segundo passo, Cleanup Beads são adicionados aos bancos transferidos e os
fragmentos demasiado pequenos são removidos. Em seguida, os bancos são eluídos e transferidos para a
placa do banco final (FLP).

Consumíveis
• Placa MIDI de 96 poços

• Tinas (3)

• Placa de PCR

• CB (Cleanup Beads)

• RSB (Resuspension Buffer)

• Etanol  80% (EtOH 80%), preparado de novo

Preparação

1. Agite por vórtex CB e, em seguida, inverta até estar completamente suspenso novamente.

2. Prepare a tina CB com volumes de acordo com a tabela seguinte e rotule CB da tina. Os volumes são
suficientes para ambos os passos de adição e incluem 1 ml de excesso na tina para o volume morto da tina.
Não é necessário misturar entre os passos de adição CB. As esférulas permanecerão dispersas durante o
procedimento.

Reagente
6 Amostras

(μl)
12 Amostras

(μl)
16 Amostras

(μl)
18 Amostras

(μl)
22 Amostras

(μl)
24 Amostras

(μl)

CB 1480 1960 2280 2440 2760 2920

Procedimento

1. Remova o selo e adicione 40 μl CB aos poços da placa MIDI LP1 contendo BLT-PF e 0,2N NaOH.

2. Sele e agite LP1 a 1800 rpm durante 1 minuto.

3. Incube LP1 fora do suporte magnético à temperatura ambiente durante 2 minutos.
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4. Remova o selo e coloque LP1 no suporte magnético e espere até o líquido estar límpido (5 minutos).

5. Enquanto a placa incuba, rotule uma nova placa MIDI LP2 de 96 poços.

6. Transfira 80 μl de sobrenadante de LP1 enquanto estiver no suporte magnético para os poços
correspondentes de LP2 utilizando uma pipeta multicanal.

7. Adicione 40 µl CB a cada poço na placa LP2 MIDI.

8. Sele e agite LP2 a 1800 rpm durante 1 minuto.

9. Elimine a placa LP1 MIDI.

10. Incube LP2 fora do suporte magnético à temperatura ambiente durante 2 minutos.

11. Remova o selo e coloque LP2 no suporte magnético e espere até o líquido estar límpido (5 minutos).

12. Com LP2 no suporte magnético, utilize uma pipeta multicanal definida para 120 μl, para remover e eliminar
todo o sobrenadante de cada poço, sem perturbar o pellet de esférulas.

13. Verta EtOH a 80% previamente preparado numa tina rotulada e lave as esférulas com LP2 no suporte
magnético da seguinte forma.

a. Adicione 180 μl de EtOH a 80% utilizando uma pipeta multicanal.

b. Aguarde 30 segundos.

c. Utilize um conjunto de pipetas multicanal definidas para 180 µl, para remover e eliminar todo o
sobrenadante de cada poço, sem perturbar os pellets de esférulas.

14. Lave as esférulas uma segunda vez.

15. Com LP2 no suporte magnético, utilize uma pipeta multicanal definida para 20 μl, para remover e eliminar
EtOH residual de cada poço, sem perturbar o pellet de esférulas.

16. Mantenha LP2 no suporte magnético durante 4 minutos para secar ao ar.

17. Elimine o EtOH a 80% não utilizado e a tina.

18. Prepare a tina RSB com volumes de acordo com a tabela seguinte e rotule a tina RSB. Os volumes incluem 1
ml de excesso para o volume morto da tina.

Reagente
6 Amostras

(μl)
12 Amostras

(μl)
16 Amostras

(μl)
18 Amostras

(μl)
22 Amostras

(μl)
24 Amostras

(μl)

RSB 1390 1780 2040 2170 2430 2560

19. Adicione 65 μl RSB às esférulas em cada poço.

20. Sele e agite LP2 a 1800 rpm durante 1 minuto.

21. Incube LP2 à temperatura ambiente durante 2 minutos.

22. Remova o selo e coloque LP2 no suporte magnético e espere até o líquido estar límpido (2 minutos).

23. Rotule uma nova placa de PCR FLP (Placa do banco final) e com o nome do lote utilizado ao criar o ensaio.

24. Transfira 60 μl de sobrenadante de LP2 enquanto estiver no suporte magnético para os poços
correspondentes de FLP utilizando uma pipeta multicanal.
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ATENÇÃO

O sobrenadante contém o banco final e será utilizado durante o passo de agrupamento e
desnaturação. Não elimine.

25. Elimine todas as tinas juntamente com reagentes não utilizados nas tinas.

26. Elimine a placa MIDI LP2.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANÇA

Se parar, sele a placa de banco final (FLP) com Microseal B e armazene entre -25 °C e -15 °C durante até 14
dias.

Pool e bancos de desnaturação
Nesta secção, os utilizadores criam pools planeados no Planeamento em lote e criação de ensaio na página 16 e
diluem e desnaturam.

Consumíveis
• HP3 (2N NaOH), ou 0,2N NaOH se preparado no mesmo dia — Agite por vórtex para misturar e, em seguida,

centrifugue brevemente.

• NB (Neutralization Buffer) — Agite por vórtex para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

• RSB (Resuspension Buffer) — Agite por vórtex ou inverta para misturar.

• Tubos de microcentrifugação (1 para preparação de reagentes e 1 para cada pool de bancos planeado)

• NovaSeq 6000Dx Tubo do banco (PN 20062290 ou PN 20062291) (1 tubo para cada pool de bancos
planeado)

Preparação

1. Junte os seguintes volumes num tubo de microcentrifugação para preparar 0,2N NaOH. Rotule o tubo 0,2N
NaOH. Se tiver sido preparado mais 0,2N NaOH durante a preparação do banco e o protocolo for realizado
no mesmo dia, ignore este passo.
Para evitar pequenos erros de pipetagem, é preparado um volume extra.

Reagente
Volume para cada célula de fluxo S2
(μl)

Volume para cada célula de fluxo S4
(μl)

HP3 5 10

RSB 45 90

2. Agite por vórtex para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.
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Procedimento

1. Se a placa FLP tiver sido armazenada congelada, prepare-a da seguinte forma. Caso contrário, avance para
o passo 2.
Placa FLP:

a. Descongele à temperatura ambiente durante 30 minutos.

b. Centrifugue a 1000 × g durante 1 minuto.

c. Retire o selo da FLP.

d. Utilizando uma pipeta multicanal definida para 30 μl, pipete a mistura 5 a 10 vezes.

e. Sele e centrifugue a 1000 × g durante 1 minuto.

2. Seleccione uma das seguintes opções para agrupar, desnaturar e diluir os bancos para cada conjunto de 6
ou 16 amostras planeadas para sequenciação.
Opção 1 Sequência 6 bancos na célula de fluxo S2.

a. Para cada conjunto de bancos, rotule um novo tubo de microcentrifugação com o nome do conjunto,
por exemplo, bancos agrupados (PL) 1, 2, 3, etc.

b. Remova o selo e transfira 25 μl de cada banco de ADN com código de barras de um determinado
conjunto de índices S2 da placa FLP para o tubo PL para cada ensaio planeado correspondente, de
acordo com os grupos de sequenciação planeados durante o Planeamento em lote e criação de ensaio
na página 16. Por exemplo, combine bancos preparados utilizando o Conjunto de Índices 1 S2 no tubo
PL.

c. Aplique o selo autocolante da placa na placa FLP e volte a armazenar.

d. Adicione 37 μl 0,2N NaOH a cada tubo PL.

e. Agite cada tubo PL no vórtex para misturar. Centrifugue brevemente.

f. Incube cada tubo PL à temperatura ambiente durante 8 minutos.

g. Adicione 38 μl de NB a cada tubo PL.

h. Agite cada tubo PL no vórtex para misturar. Centrifugue brevemente.

i. Transfira 225 μl de banco diluído desnaturado para um tubo do banco NovaSeq 6000Dx limpo.

ATENÇÃO
Se especificado anteriormente, a Library Tube ID (ID do tubo do banco) NovaSeq 6000Dx será
utilizada para identificar e associar o ensaio planeado. Certifique-se de que a Library Tube ID (ID
do tubo do banco) para o qual o grupo é transferido é a mesma Library Tube ID (ID do tubo do
banco) especificada em Criar Ensaio, caso contrário pode ocorrer uma associação incorreta dos
resultados da amostra. Se a Library Tube ID (ID do tubo do banco) estiver especificada no ensaio
planeado, confirme se é utilizado o tubo correto. Se não tiver sido especificado anteriormente,
registe a Library Tube ID (ID do tubo do banco) utilizada e reveja o ensaio planeado; caso
contrário, os ensaios planeados associados terão de ser selecionados manualmente ao carregar o
instrumento utilizando o nome do ensaio.

Opção 2 Sequência 16 bancos na célula de fluxo S4.
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a. Rotule um novo tubo de microcentrifugação com o nome do grupo, por exemplo, bancos agrupados (PL)
1, 2, 3, etc.

b. Remova o selo e transfira 18 μl de cada banco de ADN da placa FLP para o tubo PL de acordo com o
grupo de sequenciação planeado durante o Planeamento em lote e criação de ensaio na página 16. Por
exemplo, combine bancos utilizando o Conjunto de Índices 1 S4 no tubo PL.

c. Aplique o selo autocolante da placa na placa FLP e volte a armazenar.

d. Adicione 22 μl de RSB ao tubo PL.

e. Adicione 77 μl 0,2N NaOH ao tubo PL.

f. Agite com o vórtex o tubo PL para misturar. Centrifugue brevemente.

g. Incube o tubo PL à temperatura ambiente durante 8 minutos.

h. Adicione 78 μl de tampão NB ao tubo PL.

i. Agite com o vórtex o tubo PL para misturar. Centrifugue brevemente.

j. Transfira 465 μl de banco diluído desnaturado para um tubo do banco NovaSeq 6000Dx limpo.

ATENÇÃO
Se especificado anteriormente, a Library Tube ID (ID do tubo do banco) NovaSeq 6000Dx será
utilizada para identificar e associar o ensaio planeado. Certifique-se de que a Library Tube ID (ID
do tubo do banco) para o qual o grupo é transferido é a mesma Library Tube ID (ID do tubo do
banco) especificada em Criar Ensaio, caso contrário pode ocorrer uma associação incorreta dos
resultados da amostra. Se a Library Tube ID (ID do tubo do banco) estiver especificada no ensaio
planeado, confirme se é utilizado o tubo correto. Se não tiver sido especificado anteriormente,
registe a Library Tube ID (ID do tubo do banco) utilizada e reveja o ensaio planeado; caso
contrário, os ensaios planeados associados terão de ser selecionados manualmente ao carregar o
instrumento utilizando o nome do ensaio.

3. Prossiga diretamente para a sequenciação se planear iniciar o ensaio no mesmo dia.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANÇA

Se parar, coloque a tampa no Tubo do Banco NovaSeq 6000Dx e armazene a uma temperatura entre -25 °C e
-15 °C até um máximo de 30 dias.

Preparar para sequenciação
1. Siga as instruções de preparação no Documentação de produto do NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do

documento: 200010105) para consumíveis no kit planeado para sequenciação.

2. Se o Tubo de Banco NovaSeq 6000Dx contendo o banco agrupado tiver sido armazenado congelado,
prepare da seguinte forma. Se prosseguir diretamente da secção anterior, avance para 3.

a. Descongele à temperatura ambiente durante 30 minutos.

b. Retire a tampa e misture suavemente com uma pipeta cinco vezes, utilizando uma pipeta P1000 definida
para 300 µl para o pool de bancos de células de fluxo S4 ou uma pipeta P200 definida para 145 µl para o
pool de bancos de células de fluxo S2.
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c. Tape o Tubo do Banco NovaSeq 6000Dx e agite manualmente quaisquer gotículas até ao fundo. Não
agite por vórtex nem centrifugue.

3. Carregar consumíveis. Consulte Documentação de produto do NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do
documento: 200010105) para obter detalhes.

Interpretação dos resultados
TruSight Whole Genome foi concebido para sequenciar todo o genoma humano. As variantes são reportadas
para amostras que passam nos controlos de qualidade (CQ) analíticos para utilização com aplicações de linha
germinativa de análise terciária a jusante.

• Uma sequenciação, FASTQ ou resultado de qualidade da amostra é considerado válido apenas se a métrica
de qualidade cumprir ou exceder a especificação definida. Se a métrica de qualidade estiver abaixo da
especificação definida, o desempenho será reportado como FAIL (FALHOU) e a amostra deverá ser
repetida. Para obter informações sobre as especificações métricas de qualidade utilizadas para determinar
a validade da amostra, consulte Controlos de qualidade na página 33.

• Espera-se que as amostras que ultrapassem todos os limiares de qualidade forneçam um desempenho de
identificação de variantes descrito no estudo de precisão (consulte Precisão na página 44).

• As variantes pequenas são anotadas com confiança alta, intermédia ou baixa com base no desempenho
esperado de cada tipo de variante (consulte Determinação do nível de confiança de variantes pequenas na
página 39).

• A interpretação de todas as informações da variante deve ser validada pelo laboratório utilizando os
ficheiros de saída da análise fornecidos. Consulte para Guia de TruSight Whole Genome Analysis
Application (documento n.º 200049931) obter uma descrição das informações fornecidas nos ficheiros de
saída.

Controlos de qualidade
O ensaio de sequenciação e a validade da amostra são determinados automaticamente utilizando controlos
analíticos e são comunicadas pelo TruSight Whole Genome Analysis Application (consulte Tabela 8 para obter
detalhes adicionais sobre as especificações métricas do controlo de qualidade). TruSight Whole Genome não
requer a utilização de controlos positivos externos.

• Os resultados de CQ são apresentados num relatório consolidado para todas as amostras num ensaio e em
relatórios de CQ de amostras individuais. Os relatórios são enviados pelo software para a pasta de análise.
Consulte Guia de TruSight Whole Genome Analysis Application (documento n.º 200049931) para a
localização da pasta de análise e a pasta do ensaio.

• A falha da especificação de controlo de qualidade do ensaio de sequenciação invalida o ensaio de
sequenciação e interrompe a análise adicional.

• A falha de qualquer especificação de amostra FASTQ ou banco invalida o banco de amostras e impede a
saída dos ficheiros CRAM ou VCF associados.
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• Podem aplicar-se medidas de controlo de qualidade adicionais, de acordo com os regulamentos locais, de
estado e/ou federais ou requisitos de acreditação.

Para obter mais informações sobre a repetição de ensaios de sequenciação ou preparação de bancos, consulte
Resolução de problemas na página 69.

Métrica Especificação Descrição

CQ do ensaio
de
sequenciação

% total ≥ Q30 ≥ 85 Medição da qualidade da base ao nível do
ensaio. A especificação mínima é definida
porque ensaios com %Q30 demasiado baixas
não passarão bases Q30 no CQ do Banco de
Amostras.

CQ FASTQ Rendimento
por amostra
(bps)

≥ 90.000.000.000 O mínimo é definido como equivalente a uma
cobertura autossómica média de ~26x para
amostras de triagem que não passarão no CQ
da biblioteca para reduzir o tempo de análise.

Tabela 8 TruSight Whole Genome Descrições das especificações da métrica de controlo de qualidade
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Métrica Especificação Descrição

CQ do banco
de amostras

Cobertura
autossómica
média

≥ 35 Cobertura média nos autossomas. A
especificação mínima é definida para garantir
o desempenho analítico.

Percentagem
de autossomas
com cobertura
superior a 20X

≥ 93,94 Medida da uniformidade da cobertura que
deteta problemas não necessariamente
relacionados com a tendência GC. A
especificação mínima é definida para garantir
o desempenho analítico.

Cobertura
normalizada
em recipientes
GC de 60% a
79%

0,82 ≤ x ≤ 1,13 Medida da uniformidade de cobertura que
deteta a tendência GC, especificamente uma
perda de cobertura em áreas do genoma com
maior %GC e menor %AT composição base.
São definidas especificações mínimas e
máximas para garantir o desempenho
analítico.

Cobertura
normalizada
em recipientes
GC de 20% a
39%

0,97 ≤ x ≤ 1,06 Medida da uniformidade da cobertura que
deteta a tendência GC, especificamente uma
perda de cobertura em áreas do genoma com
menor %GC e maior %AT composição base.
São definidas especificações mínimas e
máximas para garantir o desempenho
analítico.

Cobertura
mitocondrial
média

≥ 500 Cobertura do cromossomo mitocondrial. A
especificação mínima é definida para garantir
o limite de deteção de SNV mitocondrial.

Percentagem
de bases Q30

≥ 85 Medição da qualidade da base. A
especificação mínima é definida para garantir
o desempenho analítico.

Contaminação
estimada da
amostra

≤ 0,005 Deteta leituras contaminantes de outras
amostras. A especificação máxima é definida
para garantir o limite de deteção de SNV
mitocondrial (o tipo de variante com maior
sensibilidade à contaminação).
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Caraterísticas de desempenho
Os seguintes estudos de validação foram realizados utilizando o fluxo de trabalho TruSight Whole Genome
descrito nas Instruções de utilização na página 16 e foram concebidos para garantir a robustez do ensaio contra
fontes de variação comuns e para fornecer recomendações para um desempenho consistente. Estes estudos
utilizaram as especificações métricas de CQ analíticas descritas em Tabela 8 como referência para o
desempenho bem-sucedido do ensaio e como pré-requisito para estabelecer o desempenho de identificação
de variantes analíticas.

Contaminação cruzada
O estudo de contaminação cruzada avaliou a deteção incorreta de leitura do índice devido a contaminação
poço a poço durante a preparação do banco de amostras e contaminação ensaio a ensaio entre ensaios de
sequenciação consecutivos. Foram utilizadas 24 amostras de sangue para avaliar a contaminação cruzada. No
total, 24 bancos foram preparados por dois operadores utilizando os conjuntos de índices de configuração S2
1–4, e os bancos agrupados foram sequenciados por ordem de índice definido em um NovaSeq 6000Dx
Instrument. Foram preparados 16 bancos por cada um dos dois operadores, utilizando os conjuntos de índices 1
e 2 da configuração S4 em duas réplicas, e os bancos com conjuntos de índices alternados foram sequenciados
no mesmo NovaSeq 6000Dx.

Para avaliar a contaminação cruzada, foram comparadas leituras de índice corretas com leituras de índice de
poços adjacentes para contaminação poço a poço e ensaio de sequenciação anterior para contaminação
ensaio a ensaio. A quantidade de contaminação entre ensaios foi ≤ 0,003178% para ensaios S2 e ≤ 0,002487%
para ensaios S4. Para avaliar a contaminação amostra a amostra, foi utilizada a métrica de CQ do banco de
amostras para a contaminação estimada da amostra. A quantidade de contaminação amostra a amostra foi de
0,001, o valor mais baixo comunicado pelo software de análise. Estes resultados indicam que existe um baixo
risco de contaminação nos fluxos de trabalho de preparação e sequenciação do banco.

Estabilidade Intermédia e Em Utilização
Os reagentes de preparação do banco foram avaliados quanto à estabilidade durante a utilização do kit,
incluindo múltiplos eventos de congelação-descongelação e estabilidade de tubo aberto.

Para testes do ciclo de congelação-descongelação, os componentes congelados foram sujeitos a cinco
eventos de congelação-descongelação para suportar um evento para desembalar e quatro eventos para
utilização do kit. Para estabilidade em utilização, o volume necessário para preparar seis bancos de amostras
foi removido em cada um dos três ciclos de congelação-descongelação para simular a redução do volume
durante a utilização e os componentes foram armazenados durante mais 31 dias antes do teste. Ao testar com
gADN extraído de seis dadores de sangue, todos os dados passaram nas métricas de controlo analítico do
ensaio. Estes resultados indicam que os reagentes de preparação de bancos congelados podem ser utilizados
com até quatro ciclos de congelação-descongelação e 30 dias de estabilidade em utilização.
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A estabilidade intermédia foi avaliada para os bancos individuais e os bancos agrupados e desnaturados. Todos
os dados passaram nas métricas de controlo analítico do ensaio indicando até 14 dias de estabilidade para os
bancos individuais e até 30 dias de estabilidade para os bancos agrupados e desnaturados quando
armazenados congelados (-25 °C a -15 °C), conforme descrito nos pontos de paragem seguros.

Colheita e armazenamento de amostras de sangue
A compatibilidade do tubo de colheita de sangue e o armazenamento de amostras foram examinados utilizando
quatro dadores e o sangue colhido para tubos de colheita EDTA de três fornecedores diferentes. O DNA
genómico (gADN) foi extraído de cada um à chegada para o tempo zero e depois novamente após o sangue ser
mantido durante 16, 33 e 43 dias de armazenamento entre 2 °C e 8 °C. O gDNA extraído foi armazenado
congelado (-25 °C a -15 °C) no elution buffer (10 mM Tris-Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9,0) e, em seguida, quantificado
e usado para preparação e sequenciamento do banco. Todos os dados passaram nas métricas de controlo
analítico do ensaio, indicando a compatibilidade do ensaio com três tubos de colheita de sangue EDTA
diferentes e o sangue armazenado até cinco semanas entre 2 °C e 8 °C.

Avaliação do método de extração de ADN
Foram avaliados três kits de extração disponíveis comercialmente relativamente ao desempenho do ensaio.
Dois kits usaram esférulas magnéticas, um com e um sem fase sólida e ligação à base de celulose, e um kit usou
um método de purificação de ácido nucleico à base de membrana de sílica usando colunas de rotação (Tabela
9).

A avaliação foi realizada por dois operadores com um lote de reagentes de extração por método e sangue total
colhido em tubos EDTA de quatro dadores putativamente saudáveis. Cada amostra de sangue foi extraída
quatro vezes separadas, de acordo com as instruções do fabricante, em dias não consecutivos, para um total
de 16 observações por kit. O gADN extraído foi utilizado para preparar bancos para sequenciação e análise.

Todas as observações (16/16) para cada método de extração passaram nas métricas de controlo analítico do
ensaio. O desempenho do ensaio não foi afetado pela escolha do método de extração de gADN da amostra. Os
estudos analíticos de precisão e reprodutibilidade utilizaram gADN extraído com o Kit 3 (isolamento da coluna
do filtro de sílica com colunas de rotação).

Kit Método de extração

1 Extração de esférulas magnéticas com imobilização reversível de fase sólida (SPRI)

2 Extração de esférulas magnéticas com fase sólida móvel e ligação à base de celulose

3 Isolamento da coluna do filtro de sílica com colunas de rotação

Tabela 9 Métodos de extração testados quanto ao desempenho TruSight Whole Genome

Sensibilidade da entrada de ADN
A quantidade de entrada de gADN recomendada para teste por amostra é de 280 ng ou 350 ng, dependendo
dos métodos de quantificação de ADN listados nas Recomendações sobre entradas de ADN na página 11.
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Para determinar o desempenho num intervalo de concentrações de entrada de gADN, a quantidade de ADN
utilizada no ensaio foi testada em níveis que variam ±28,6% da entrada recomendada. Os resultados
demonstraram que -25% da entrada de gADN recomendada é um limite inferior para o ensaio. O ensaio
funciona adequadamente com uma entrada de gADN de até +28,6% da entrada recomendada.

A caracterização de três métodos de quantificação distintos demonstrou que diferentes métodos têm
diferentes níveis de variabilidade e podem produzir resultados diferentes. Se utilizar um método diferente dos
listados nas Recomendações sobre entradas de ADN na página 11, a entrada de gADN alvo pode ter de ser
otimizada. Recomenda-se que o gADN para amostras destinadas a um lote de preparação de banco específico
e o ensaio de sequenciação sejam quantificados em conjunto para eliminar a variabilidade lote a lote, quando
possível, ou que sejam utilizados controlos de processo para garantir ≤ 25% de variabilidade lote a lote de
quantificação de gADN.

Substâncias interferentes
Este estudo avaliou o desempenho com substâncias endógenas e exógenas associadas a sangue humano e
tubos de colheita de sangue. Bilirrubina, hemoglobina e triglicerídeos foram selecionados para avaliação para
simular amostras ictéricas, hemolisadas e lipémicas respetivamente. A biotina e o EDTA foram selecionados
para avaliação devido à presença em tubos de colheita de sangue (BCT) e de potencial impacto na química do
ensaio. As substâncias foram adicionadas às amostras de sangue do dador antes da extração, diretamente ou
após a dissolução em solvente. A concentração de teste e os detalhes do spike-in para cada substância são
fornecidos na tabela seguinte.

Substância Concentração de teste
Solvente utilizado na Solução
Spike

% de spike adicionado ao
sangue

Bilirrubina (não
conjugada)

40 mg/dL (0,4
mg/ml)¹

DMSO 4%

Hemoglobina 1000 mg/dl (10
mg/ml)¹

ND – Dissolvido no sangue ND – Dissolvido no
sangue

Triglicéridos 1500 mg/dl (15
mg/ml)¹

Etanol a 100% 4%

Biotina 0,00351 mg/ml² Água 4%

EDTA 5,4 mg/ml³ Água 3%

Tabela 10 Substâncias interferentes testadas quanto ao desempenho TruSight Whole Genome

¹ As concentrações foram escolhidas como sendo as concentrações observadas mais elevadas de acordo com as “Tabelas
Suplementares para Teste de Interferência em Química Clínica, CLSI EP37-ED1:2018”.
² A concentração foi escolhida para ser três vezes a “Concentração de fármaco mais elevada sob tratamento terapêutico”
indicada em “Tabelas Suplementares para Teste de Interferência em Química Clínica, CLSI EP37-ED1:2018”.
³ A concentração foi escolhida com base na concentração de EDTA, que varia nos tubos de colheita de sangue podendo ir
até 1,8 mg/ml e para simular um evento de enchimento curto, foi efetuada uma colheita de sangue de 33% do volume
nominal de BCT, levando a uma concentração de EDTA 3x superior no sangue correspondente a 5,4 mg/ml.
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Foi utilizado sangue de quatro dadores nos testes. Para cada substância interferente, foi adicionada uma
alíquota de sangue total de cada dador com o interferente e, em seguida, dividida em quatro réplicas de
extração de gADN. Um controlo foi processado de forma semelhante sem adição de substâncias. As condições
de teste e controlo emparelhados foram processadas para cada dador no mesmo evento de extração e o gDNA
extraído foi então processado num único evento de preparação e sequenciação do banco. Não houve impacto
no desempenho do ensaio nem evidências de interferência em resposta a qualquer uma das substâncias
testadas.

Equivalência de indexação de amostras
TruSight Whole Genome fornece uma escolha de quatro conjuntos de índices 6-plex para ensaios S2 ou dois
conjuntos de índices 16-plex para configurações de ensaios de sequenciação S4. Foi demonstrado que o
ensaio proporciona um desempenho equivalente quando os bancos são sequenciados nas configurações de
ensaio de sequenciação NovaSeq 6000Dx S2 ou S4. Além disso, foi demonstrado que as configurações de
ensaio S2 e S4 atingem > 95% dos bancos de amostras com um mínimo de cobertura de 35,0x quando testadas
com os conjuntos de índices prescritos. Assim, diferentes conjuntos de índices e pooling utilizados para
sequenciar nas células de fluxo S2 e S4 podem ser empregues de forma intercambiável para proporcionar
escalabilidade para acomodar flutuações no rendimento das amostras e proporcionar flexibilidade nos
processos laboratoriais.

Desempenho analítico
Foram realizados estudos de caracterização inicial para determinar os limiares do nível de confiança para
variantes pequenas, o limite de branco/limite de deteção para SNV mitocondriais e os limiares de tamanho para
deteção precisa de expansões STR ao utilizar o fluxo de trabalho TruSight Whole Genome. As amostras que
representam as classes de variantes avaliadas por TruSight Whole Genome foram incluídas na avaliação da
precisão analítica e repetibilidade, incluindo precisão intralaboratorial e reprodutibilidade externa. O
desempenho analítico é reportado para ensaios de sequenciação e amostras que passaram todos os controlos
de qualidade, exceto para as amostras de mistura manipuladas utilizadas para avaliar SNV mitocondriais no
limite de deteção ou perto deste, que falharam a métrica de contaminação. Os resultados de cada um destes
estudos são descritos nas secções abaixo.

Estudos de Caracterização Inicial

Determinação do nível de confiança de variantes pequenas

Para este estudo, foi treinado um modelo de regressão logística em centros de variantes altamente
reprodutíveis e pouco reprodutíveis a partir de 96 réplicas de NA12878 para definir limiares para níveis de
confiança elevados, médios e baixos.

As bases de alta confiança para um determinado tipo de variante são aquelas nas quais a reprodutibilidade
prevista no laboratório cumpre ou excede 99% para um determinado limiar de pontuação e a percentagem de
bases não N que satisfazem esse critério excede 30%. Se um tipo de variante pequena não tiver um limiar de
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pontuação que cumpra estes critérios, esse tipo de variante não terá um nível de confiança elevado. As bases
de confiança intermédias são aquelas nas quais a reprodutibilidade prevista no laboratório cumpre ou excede
95% para um determinado limiar de pontuação e tipo de variante. Bases de baixa confiança são aquelas nas
quais a reprodutibilidade prevista no laboratório é inferior a 95% para um determinado limiar de pontuação e
tipo de variante. As variantes requerem um tipo de variante particular com um nível de confiança elevado ou
intermédio, incluindo a maioria das bases %non-N (ou seja, excluindo intervalos) (consulte a Tabela 6) e
demonstram um elevado desempenho quando avaliadas em comparação com conjuntos verdadeiros de
variantes pequenas e em avaliações extensas da exatidão no laboratório de réplicas NA12878.

Tipo de variante Nível de confiança % bases non-N

SNV Elevado 89,14%

Intermédio 3,30%

Baixo 7,56%

Eliminações curtas (1-5 bp) Elevado 90,88%

Intermédio 2,45%

Baixo 6,67%

Eliminações intermédias (6-15 bp) Intermédio 86,94%

Baixo 13,06%

Eliminações longas (≥ 16 bp) Intermédio 85,42%

Baixo 14,58%

Inserções curtas (1-5 bp) Elevado 88,94%

Intermédio 4,61%

Baixo 6,45%

Inserções intermédias (6-15 bp) Intermédio 89,37%

Baixo 10,63%

Inserções longas (≥ 16 bp) Intermédio 48,92%

Baixo 50,63%

SNV Mitocondrial Limite de Branco / Determinação do Limite de Deteção

Foram realizados estudos de Limite de Branco (LoB) e Limite de Deteção (LoD) para SNV mitocondriais. Para o
estudo mitocondrial SNV, o LoB foi avaliado utilizando loci conhecidos por não terem variante (ou seja,
identificação de referência). O LoD é definido como a frequência de alelos da variante mtADN SNV para a qual a
taxa de deteção dessa variante é de 95%.

Para determinar o LoB e o LoD para a deteção de mtSNV heteroplasmáticos, misturaram-se amostras de gADN
cuidadosamente caracterizadas de dois dadores de sangue diferentes num estudo de titulação para cinco
níveis de diluição com 20 réplicas por nível de diluição. Os níveis de diluição foram concebidos para visar
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percentagens de variantes de mtSNV (1,2 - 6% VAF) para imitar vários níveis de heteroplasmia mitocondrial. As
amostras de gADN misturadas foram processadas e as leituras foram objeto de redução de amostragem para
obter uma cobertura mitocondrial média de 500x. Foram utilizados um total de 42 centros “heteroplasmáticos”
manipulados na avaliação a jusante. Foi utilizada uma análise de regressão para estimar os rácios de mistura
necessários para o alvo 1x LoD e 2x LoD para um subconjunto de mtSNV.

As posições nas quais o gADN de ambas as amostras de sangue tem genótipos de alelos de referência foram
avaliadas para identificações de mtSNV que passaram no filtro com um alelo de não referência. A taxa de falsos
positivos foi calculada como 0,8%, consistente com um pressuposto de zero-LoB de acordo com a "Avaliação
da capacidade de deteção para procedimentos de medição de laboratórios clínicos, CLSI EP17-A2-ED1:2012".
Cada uma das 42 posições foi analisada independentemente utilizando regressão probit. O valor do LoD foi
definido como o valor de VAF esperado correspondente à taxa de deteção de 95% (C95). O valor global do LoD
comunicado, definido como o percentil 95 dos valores do LoD dos centros verdadeiros, foi de 4,75% VAF. A
média da distribuição das diferenças absolutas entre a VAF observada e esperada para todas as observações
foi calculada como sendo de 0,83% com um limite de confiança superior de 95% de 0,86% VAF.

Determinação do limiar de expansão STR

Devido a limitações técnicas de STR de amplitude que excedem o comprimento de leitura de sequenciação
(~135 bp), o comprimento de STR observado com TruSight Whole Genome será frequentemente uma
subestimativa do comprimento real. Quando o comprimento real de STR exceda o comprimento médio do
fragmento (~330 bp), o comprimento de STR estimado estabiliza. Por este motivo, TruSight Whole Genome
avalia um conjunto-alvo de loci para os quais o ensaio consegue discriminar com exatidão os STR com
comprimentos observados dentro da variação normal daqueles com comprimentos superiores aos observados
numa população putativamente saudável (“expandida”) (consulte Tabela 2 para a lista de loci avaliados por
TruSight Whole Genome).

Para garantir um Concordância Percentual Negativa (NPA) agregada de 95% em todos os centros STR
avaliados por TruSight Whole Genome, os limiares per-loci para identificar um STR expandido nesse centro
foram definidos para alcançar uma NPA média de 99,94% por centro. Para contabilizar a variabilidade inerente
nas estimativas de tamanho de STR dentro de uma população putativamente saudável, os limiares foram
definidos com base na distribuição de comprimentos de STR observados independentemente no conjunto de
dados do 1000 Genomes Project putativamente saudáveis (2504 amostras de várias populações processadas
com DRAGEN 3.7.5 e ExpansionHunter 4.0.2).⁴

Para confirmar os limiares estabelecidos utilizando o conjunto de dados do 1000 Genomes Project, o gADN
extraído de 16 amostras de referência de linha celular (Programa de Material de Referência para Testes
Genéticos (Get-RM) do Centro de Controlo de Doenças) com uma variedade de tamanhos de STR estimados de
forma independente foi processado com TruSight Whole Genome. 10 réplicas de banco para cada uma das 16
amostras foram preparadas e testadas por seis operadores para um total de 960 observações e os tamanhos
de STR foram estimados de forma independente para cada réplica. A taxa de falsos positivos ao nível da
amostra observada em todos os loci alvo foi de 0,35%.
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O limite de deteção (LoD) foi estimado para os 28 loci STR alvo com as linhas celulares testadas com base nos
tamanhos de alelos observados com TruSight Whole Genome e nos tamanhos de alelos esperados com base na
caracterização independente anterior (Tabela 11). Para loci selecionados, foi determinado um limite de deteção
para mais do que um STR no mesmo centro para um total de 35 STR. O LoD é o tamanho estimado no qual a
expansão de STR esperada é detetada para 95% dos alelos com base num modelo probit com os limiares
confirmados para distinguir tamanhos de STR normais e expandidos. Os dados em todos os centros com
tamanhos de alelos conhecidos foram agrupados para obter estimativas de LoD para cada centro com base no
limiar específico do centro para um STR expandido. O comprimento de repetição de FMR1 foi sistematicamente
subestimado em comparação com outros STR e exigiu um modelo personalizado para estimar adequadamente
o LoD.

Os limiares confirmados específicos do centro para STR alargados, LoD estimado esperado e observado para
centros alvo e o limiar da doença com base na literatura disponível (apenas para fins ilustrativos) de centros
STR alvo são fornecidos em Tabela 11. Para expansões STR mais longas do que o limiar ditado pelo
comprimento da leitura e para as quais o comprimento esperado não pode ser observado diretamente, um
comprimento observado aproxima-se de um comprimento médio que seria observado ao longo de vários
ensaios de sequenciação. Para expansões STR mais curtas do que o limiar ditado pelo comprimento da leitura,
os comprimentos esperados e observados são os mesmos.

Locus alvoa
Limiar STR expandido (bp) com base

no conjunto de dados do 1000
Genomes Project

LoD estimado
(comprimento
esperado, bp)

LoD estimado
(comprimento

observado, bp)

Limiar da doença
(comprimento real,

bp)b

AFF2 168 266 221 600⁵

AR 114 115 115 114⁶

ATN1 90 92 92 135⁷,⁸

ATXN1 114 115 115 114⁷,⁸

ATXN10 200 298 233 3995⁷,⁸

ATXN2 102 102 102 105⁷,⁸

ATXN3 135 189 182 180⁷,⁸

ATXN7 60 60 60 111⁷,⁸

ATXN7_GCC 93 101 101 ND

ATXN8OS 200 298 233 237⁷,⁸

ATXN8OS_CTA 90 92 92 ND

C9ORF72c 200 298 233 360⁹,¹⁰

CACNA1A 57 57 57 60⁷,⁸

CBL 171 281 227 243⁵

CNBP 192 308 237 300⁵,¹¹

Tabela 11 Resumo da capacidade de deteção estimada para centros STR visados TruSight Whole Genome

Folheto informativo TruSight Whole Genome

Documento n.º 200050132 v00.1

PARA UTILIZAÇÃO EM DIAGNÓSTICO IN VITRO.

42 de 89



Locus alvoa
Limiar STR expandido (bp) com base

no conjunto de dados do 1000
Genomes Project

LoD estimado
(comprimento
esperado, bp)

LoD estimado
(comprimento

observado, bp)

Limiar da doença
(comprimento real,

bp)b

CNBP_CA 102 102 102 ND

CNBP_CAGA 68 80 80 ND

CSTB 200 298 233 348¹²,¹³

DIP2B 200 298 233 ND

DMPK 122 132 142 150¹⁴

FMR1 175 433 212 600d,¹⁵

FXN 102 102 102 198⁶,¹⁶

FXN_A 200 298 233 ND

GLS 111 115 115 270¹⁷

HTT 108 115 115 120¹⁸

HTT_CCG 42 42 42 ND

JPH3 99 101 101 123¹⁹

NIPA1 33 33 33 ND

NOP56 84 84 84 3900²⁰,²¹

NOP56_CGCCTG 24 24 24 ND

NOTCH2NL 129 175 174 213²²,²³

PABPN1 27 27 27 ND

PHOX2B 60 60 60 75⁵,²⁴

PPP2R2B 87 90 90 198⁷,⁸

TBP 129 175 174 135⁷,⁸

a Os Loci com STR alternativos são anotados por LOCI_<ALTERNATE_REPEAT> (por exemplo, ATXN7_GCC).
b Os limiares de doença fornecidos para fins ilustrativos apenas com base na literatura publicada; ND (Não disponível)
nesta coluna indica que STR pode não estar associado a uma expansão patogénica publicada.
c 100% das réplicas de NA23378 detetaram uma expansão de STR em C9ORF72, sugestiva de uma expansão
anteriormente não caracterizada nesse centro nessa amostra. Esta amostra de linha celular foi excluída da análise.
d As expansões intermédias também podem estar associadas a um fenótipo.

Este estudo demonstrou perfis de precisão e exatidão semelhantes para estimativas de tamanho de STR em
diferentes loci visados, com o limite de deteção para expansões de STR a ser largamente impulsionado pelo
limiar selecionado (com base na distribuição de tamanho na população do 1000 Genomes Project) em vez de
por diferenças na capacidade de deteção em todos os centros. Todos os valores de LoD estimados na escala
de comprimento esperada foram superiores aos comprimentos observados em populações putativamente
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saudáveis e inferiores a muitos limiares de doença publicados, tornando os limiares de identificação de
expansão de STR associados úteis para marcar a repetição num locus específico como potencialmente
expandido. Os limiares aqui indicados foram utilizados para avaliar a exatidão da deteção de expansão STR.

Precisão

A precisão analítica foi determinada comparando as identificações de variantes TruSight Whole Genome com
os resultados obtidos utilizando métodos alternativos. Os métodos de referência foram escolhidos com base
numa diferença considerável em comparação com TruSight Whole Genome, que utiliza a preparação de banco
ligado a esferas Nextera™, química de sequenciação de 2 corantes em NovaSeq 6000Dx e DRAGEN 3.9.5 para a
identificação de variantes. Foi realizada uma abordagem representativa à validação de TruSight Whole Genome
com amostras que representavam variantes em todas as classes de variantes incluídas na saída do ensaio. Foi
utilizado um total de 459 amostras únicas aprovadas no CQ analítico para avaliar a precisão de TruSight Whole
Genome. As amostras foram testadas em três lotes de reagentes e consumíveis de preparação de banco,
quatro lotes de kits de sequenciação S4, oito operadores, cinco NovaSeq 6000Dx Instrument e dois centros
internos. Foram preparados e sequenciados 31 grupos de banco independentes.

A tabela seguinte apresenta as definições das métricas calculadas nos estudos de exatidão.

Prazo Definição

Nível de confiança
inferior (LCL)

Limite de confiança unilateral 95% inferior utilizando o método Wilson.

Conformidade
percentual
negativa (NPA)¹

Percentagem de centros negativos, conforme definido pelo método de referência,
que são identificados de forma concordante como negativos com TruSight Whole
Genome.

Conformidade
percentual
positiva (PPA)²

Percentagem de variantes designadas no método de referência que são
identificadas de forma concordante com TruSight Whole Genome.

Valor preditivo
positivo técnico
(TPPV)³

Percentagem de variantes identificadas com TruSight Whole Genome que são
identificadas de forma concordante no método de referência.

¹ Para a exatidão da deteção da expansão STR e da deteção do alelo SMN1, NPA = Verdadeiro Negativo / (Verdadeiro
Negativo + Falso Positivo).
² Para a exatidão da deteção da expansão STR e a exatidão da deteção do alelo SMN1, PPA = Verdadeiro Positivo /
(Verdadeiro Positivo + Falso Negativo).
³ Para a exatidão da deteção da expansão STR e a exatidão da deteção do alelo SMN1, TPPV = Verdadeiro Positivo /
(Verdadeiro Positivo + Falso Positivo).

Exatidão da variante pequena

A exatidão da identificação de variantes pequenas foi avaliada utilizando ADN genómico extraído de sangue
total periférico de 195 dadores putativamente saudáveis. As identificações de varantes TruSight Whole
Genome foram comparadas com identificações de variantes de um teste de sequenciação do genoma
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completo validado clinicamente realizado no Laboratório CLIA dos Serviços Laboratoriais (ILS) Illumina como
método de referência. O fluxo de trabalho de sequenciação do genoma completo do método de referência
utiliza uma preparação de banco sem PCR TruSeq™ baseada em ligação, química de sequenciação de 4
corantes no HiSeq™ Sequencing System e DRAGEN 3.8.4 para identificação de variantes. Inserções e
eliminações > 31 bp de tamanho não foram caracterizadas neste estudo porque não foram validadas no método
de referência.

Um resumo da exatidão para todas as identificações de variantes pequenas é mostrado na Tabela 12 e na
Tabela 13.

Subtipo de
variante

Nível de
confiança

Identificações
concordantes
do método de
referência

Identificações
exclusivas do
método de
referência

Identificações
concordantes
do ensaio

Identificações
exclusivas do
ensaio

PPA
(LCL)

TPPV
(LCL)

SNV Elevado 261,728,580 1,573,877 261,603,149 208,639 99,4%
(99,4%)

99,9%
(99,9%)

Intermédio 6,677,589 421,718 6,519,811 151,128 94,1%
(94,0%)

97,7%
(97,7%)

Baixo 6,864,840 3,251,709 6,649,756 2,151,388 67,9%
(67,8%)

75,6%
(75,5%)

Eliminação
curta (1-5
bp)

Elevado 11,978,745 201,783 12,246,922 67,277 98,3%
(98,3%)

99,5%
(99,5%)

Intermédio 2,875,258 45,290 3,050,170 47,593 98,4%
(98,4%)

98,5%
(98,5%)

Baixo 1,802,544 228,582 1,966,974 221,449 88,7%
(88,7%)

89,9%
(89,8%)

Eliminação
média (6-
15 bp)

Intermédio 858,673 20,079 860,493 18,361 97,7%
(97,7%)

97,9%
(97,9%)

Baixo 145,618 28,300 157,398 41,824 83,7%
(83,6%)

79,0%
(78,9%)

Eliminação
longa (16-
31 bp)

Intermédio 344,168 14,334 336,976 31,165 96,0%
(95,9%)

91,5%
(91,5%)

Baixo 54,444 23,438 53,835 47,272 69,9%
(69,6%)

53,2%
(53,0%)

Tabela 12 Ensaio TruSight Whole Genome Exatidão para variantes pequenas estratificadas por nível de
confiança e tamanho (amostras de sangue putativamente saudáveis)
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Subtipo de
variante

Nível de
confiança

Identificações
concordantes
do método de
referência

Identificações
exclusivas do
método de
referência

Identificações
concordantes
do ensaio

Identificações
exclusivas do
ensaio

PPA
(LCL)

TPPV
(LCL)

Inserção
curta (1-5
bp)

Elevado 11,212,366 164,651 11,380,307 49,776 98,6%
(98,5%)

99,6%
(99,6%)

Intermédio 1,015,324 41,890 988,512 36,051 96,0%
(96,0%)

96,5%
(96,5%)

Baixo 639,663 198,700 576,797 180,458 76,3%
(76,2%)

76,2%
(76,1%)

Inserção
média (6-
15 bp)

Intermédio 790,968 18,163 798,572 17,111 97,8%
(97,7%)

97,9%
(97,9%)

Baixo 76,105 24,188 88,389 35,819 75,9%
(75,7%)

71,2%
(71,0%)

Inserção
longa (16-
31 bp)

Intermédio 159,927 3,135 159,432 8,639 98,1%
(98,0%)

94,9%
(94,8%)

Baixo 102,552 22,199 103,892 55,724 82,2%
(82,0%)

65,1%
(64,9%)

Nível de confiança Identificações negativas concordantes
Método de Referência
Identificações negativas exclusivas

NPA (LCL)

Elevado 202,276,243,790  127,465,816  99,9% (99,9%) 

Intermédio 3,307,740,675  77,650,177  97,7% (97,7%) 

Baixo 3,653,569,580  439,038,662  89,3% (89,3%) 

Tabela 13 Resumo da TruSight Whole Genome NPA das identificações de variantes pequenas
estratificadas por nível de confiança

Foi realizado um estudo de exatidão suplementar para avaliar a deteção de variantes pequenas com amostras
de ADN de linha celular de referência comercialmente disponíveis (Coriell Institute for Medical Research) com
conjuntos de identificação bem caracterizados gerados pelo Genome in a Bottle (GIAB) Consortium. Para este
estudo, os conjuntos de identificação GIAB foram utilizados como método de referência. A verdade definida
nestas amostras inclui inserções e eliminações superiores a 31 bp, pelo que foram incluídas inserções e
eliminações maiores nesta avaliação. Estas amostras incluíram HG001-005 e NA24695 com os resultados
apresentados em agregado em Tabela 14.
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Subtipo de
variante

Nível de
confiança

Identificações
concordantes
GIAB

Identificações
exclusivas
GIAB

Identificações
concordantes
do ensaio

Identificações
exclusivas do
ensaio

PPA (LCL)
TPPV
(LCL)

SNV Elevado 21,431,369 2,552 21,439,303 3,954 >99,9%
(>
99,9%)

>99,9%
(>
99,9%)

Intermédio 908,172 1,259 910,058 2,175 99,9%
(99,9%)

99,8%
(99,8%)

Baixo 720,717 59,691 722,180 28,721 92,4%
(92,3%)

96,2%
(96,1%)

Eliminação
curta (1-5
bp)

Elevado 1,080,383 690 1,090,370 730 99,9%
(99,9%)

99,9%
(99,9%)

Intermédio 423,547 788 437,019 606 99,8%
(99,8%)

99,9%
(99,9%)

Baixo 263,828 2,624 281,217 2,088 99,0%
(99,0%)

99,3%
(99,2%)

Eliminação
média (6-
15 bp)

Intermédio 142,671 238 144,997 167 99,8%
(99,8%)

99,9%
(99,9%)

Baixo 86,174 812 91,710 546 99,1%
(99,0%)

99,4%
(99,4%)

Eliminação
longa (≥ 16
bp)

Intermédio 34,414 315 34,580 55 99,1%
(99,0%)

99,8%
(99,8%)

Baixo 9,985 393 10,212 106 96,2%
(95,9%)

99,0%
(98,8%)

Inserção
curta (1-5
bp)

Elevado 927,288 221 925,787 271 >99,9%
(>
99,9%)

>99,9%
(>
99,9%)

Intermédio 158,346 294 137,081 250 99,8%
(99,8%)

99,8%
(99,8%)

Baixo 93,857 2,402 75,687 1,427 97,5%
(97,4%)

98,1%
(98,1%)

Tabela 14 Ensaio TruSight Whole Genome Exatidão para variantes pequenas estratificadas por nível de
confiança e tamanho (amostras de linha celular bem caracterizadas)
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Subtipo de
variante

Nível de
confiança

Identificações
concordantes
GIAB

Identificações
exclusivas
GIAB

Identificações
concordantes
do ensaio

Identificações
exclusivas do
ensaio

PPA (LCL)
TPPV
(LCL)

Inserção
média (6-
15 bp)

Intermédio 91,117 116 89,054 60 99,9%
(99,9%)

99,9%
(99,9%)

Baixo 37,925 745 36,670 406 98,1%
(98,0%)

98,9%
(98,8%)

Inserção
longa (≥ 16
bp)

Intermédio 11,081 46 11,110 17 99,6%
(99,5%)

99,8%
(99,8%)

Baixo 14,086 607 14,312 262 95,9%
(95,6%)

98,2%
(98,0%)

Precisão da variante do número de cópias

A precisão da identificação de CNV foi avaliada utilizando o mesmo método de referência e amostras de
dadores de sangue putativamente saudáveis (195) que foram utilizadas para avaliar a precisão da identificação
de pequenas variantes. Cada CNV é considerada como detetada no conjunto de identificação se, pelo menos,
50% dessa CNV for abrangida pela união de identificações de CNV do mesmo tipo (GAIN/LOSS) no conjunto de
identificação correspondente. TruSight Whole Genome define um conjunto de regiões genómicas que são
excluídas da identificação de CNV com base numa avaliação de dados de amostras de 1000 genomas e 77
dadores de sangue putativamente saudáveis utilizando métricas relacionadas com valores atípicos de
profundidade de cobertura, valores atípicos de variância de cobertura e lacunas na cobertura para determinar
regiões do genoma que não são reportáveis para CNV. A identificação de CNV foi avaliada apenas em regiões
genómicas que eram comuns ao método de referência e TruSight Whole Genome. Um resumo da precisão para
todas as identificações CNV é mostrado na Tabela 15 e na Tabela 16.

Tamanho Tipo

Identificações
concordantes
do método de

referência

Identificações
exclusivas do

método de
referência

Identificações
concordantes

do ensaio

Identificações
exclusivas do

ensaio
PPA (LCL) TPPV (LCL)

10-25 kbp GANHO 443 98 342 56 81,89%
(79,01%)

85,93%
(82,82%)

PERDA 4,162 457 4,155 679 90,11%
(89,36%)

85,95%
(85,11%)

25-50
kbp

GANHO 355 117 370 76 75,21%
(71,81%)

82,96%
(79,83%)

PERDA 1,587 16 1,622 7 99,00%
(98,50%)

99,57%
(99,21%)

Tabela 15 Ensaio TruSight Whole Genome Precisão para CNV estratificadas por tamanho e tipo
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Tamanho Tipo

Identificações
concordantes
do método de

referência

Identificações
exclusivas do

método de
referência

Identificações
concordantes

do ensaio

Identificações
exclusivas do

ensaio
PPA (LCL) TPPV (LCL)

50–100
kbp

GANHO 228 0 187 20 >99,99%
(98,83%)

90,34%
(86,42%)

PERDA 723 5 697 6 99,31%
(98,60%)

99,15%
(98,36%)

≥100 kbp GANHO 371 1 335 5 99,73%
(98,80%)

98,53%
(97,01%)

PERDA 541 23 569 1 95,92%
(94,32%)

99,82%
(99,22%)

Global
(Todas as
CNV ≥ 10

kbp)

GANHO 1,397 216 1,234 157 86,61%
(85,15%)

88,71%
(87,24%)

PERDA 7,013 501 7,043 693 93,33%
(92,84%)

91,04%
(90,49%)

Tamanho Tipo
Identificações
negativas
concordantes

Identificações Negativas
Exclusivas do Método de
Referência

Identificações
exclusivas do
ensaio

NPA (LCL)

Global (Todas
as CNV ≥ 10
kbp)

GANHO 548,478,033,220  5,701,311  6,400,382  >
99,99%
(>
99,99%) 

PERDA 548,591,794,675  11,719,913  8,543,877  >
99,99%
(>
99,99%) 

Tabela 16 Resumo da TruSight Whole Genome NPA de Identificações CNV

Ensaios de exatidão de homozigosidade

O Valor Preditivo Positivo Técnico (TPPV) para identificações ROH foi avaliado utilizando o mesmo método de
referência e amostras de dadores de sangue putativamente saudáveis (195) que foram utilizadas nas
avaliações de exatidão de variantes pequenas e CNV. Os eventos ROH foram determinados através da
identificação de regiões no genoma contendo uma sequência de identificações SNV homozigóticas sem SNV
heterozigóticas ou intervalos longos sem variantes. Tais regiões de semente foram então estendidas para a
esquerda e direita e avaliadas para identificações homozigóticas circundantes ou presença de SNV
heterozigóticas. Os eventos ROH detetados por TruSight Whole Genome foram comparados com identificações
SNV do método de referência. Um resumo do TPPV para dentificações ROH é mostrado em Tabela 17.
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Tamanho Média TPPV TPPV LCL

10-25 kbp 81,44% 80,77%

25-50 kbp 82,14% 81,82%

50–100 kbp 81,77% 81,55%

100–500 kbp 82,19% 81,98%

≥ 10 kbp 82,07% 81,94%

≥ 500 kbp 85,47% 84,66% 

Tabela 17 TruSight Whole Genome Exatidão para eventos ROH estratificados por tamanho

A concordância percentual positiva (PPA) para a deteção de ROH foi determinada em amostras clínicas de
origem externa, comparando identificações TruSight Whole Genome com identificações ROH de métodos
ortogonais, incluindo microarranjo cromossómico e avaliação baseada em PCR. Considerou-se que um evento
ROH foi detetado se, pelo menos, 50% da região reportada como ROH pelo método ortogonal se sobrepusesse
à união dos eventos ROH designados por TruSight Whole Genome. A PPA entre os métodos Ensaio TruSight
Whole Genome e ortogonal foi de 34/34 (100%) para todos os eventos ROH esperados (≥ 4 Mb).

Precisão da SNV mitocondrial heteroplasmática

A precisão da identificação de mtSNV foi avaliada em 41 amostras clínicas previamente armazenadas em banco
oriundas de centros externos. Cada amostra clínica continha uma mtSNV previamente comunicada num centro
definido e com um grau definido de heteroplasmia com base na Análise Conhecida Orientada para o mtADN
com Heteroplasmia (MITOP). As frequências de alelos estimadas por TruSight Whole Genome estavam
altamente correlacionadas com as frequências esperadas, conforme previsto pela MITOP. Todas as SNV de
mtADN esperadas foram detetadas, resultando num PPA de 100% (41/41).
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Figura 3 TruSight Whole Genome Frequências de alelos SNV mitocondriais observadas vs. frequências de
alelos esperadas

Foi realizado um estudo adicional de precisão de mtSNV utilizando as mesmas 195 amostras de sangue e
método de referência descritos nos estudos de precisão de variantes pequenas e CNV. O conjunto de
referência negativa foi definido como identificações não variáveis confiantes (filtro PASS (PASSOU)) e o
conjunto de referência positiva foi definido como identificações mtSNV com uma frequência de alelos > 2,5%.
As posições com um filtro sem aprovação ou com uma identificação de variante não-SNV foram excluídas. Um
resumo da precisão para mtSNV é mostrado na Tabela 18.

Métrica
de

precisão

Método de
referência
positivo de

concordância

Método de
referência

positivo
exclusivo

Positivo
exclusivo
do ensaio

Método de
referência

negativo de
concordância

Método de
referência

negativo
exclusivo

Negativo
exclusivo
do ensaio

Valor
métrico de

precisão
(LCL)

PPA 6875 0 ND ND ND ND >99,99%
(99,96%)

TPPV 6875 ND 6 ND ND ND 99,91%
(99,83%)

NPA ND ND ND 3171049 24268 20564 99,24%
(99,23%)

Tabela 18 TruSight Whole Genome Precisão das identificações de mtADN SNV

Exatidão de deteção de expansão STR
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A exatidão de deteção de expansão STR baseou-se em 160 amostras totais preparadas por extração de gADN
de indivíduos clinicamente afetados com expansões em centros específicos confirmadas por PCR / Repeat-
Primed (RP)-PCR ou Southern Blot realizadas num laboratório CLIA. Os limiares determinados em Tabela 11
foram utilizados para definir o estado STR de um alelo num locus específico como normal (tamanho STR
estimado inferior ou igual ao limiar) ou expandido (superior ao limiar).

A PPA foi calculada utilizando apenas amostras clinicamente confirmadas, a NPA foi calculada utilizando
apenas amostras de sangue individuais putativamente saudáveis e a TPPV foi calculada em ambos os grupos
de amostras. Para alelos onde não estava disponível uma amostra clinicamente confirmada, não foi possível
calcular a PPA. Além disso, para alelos em que não estava disponível uma amostra clinicamente confirmada e
não houve identificações falsas positivas, não foi possível calcular a TPPV. A NPA foi calculada para todas as
expansões STR. O número de amostras clínicas testadas para uma determinada métrica de expansão e
exatidão de STR é fornecido em Tabela 19.

Expansão STR Amostras clínicas testadas PPA TPPV NPA

AFF2 0 ND ND >99,99%

AR 8 >99,99% >99,99% >99,99%

ATN1 4 >99,99% >99,99% >99,99%

ATXN1 7 66,67% >99,99% >99,99%

ATXN10 0 ND ND >99,99%

ATXN2 5 80,00% >99,99% >99,99%

ATXN3 9 >99,99% 90,00% 99,74%

ATXN7 2 >99,99% >99,99% >99,99%

ATXN7_GCC 0 ND ND >99,99%

ATXN8OS 0 ND 0,00% 99,74%

ATXN8OS_CTA 0 ND ND >99,99%

C9ORF72 21 >99,99% >99,99% >99,99%

CACNA1A 5 >99,99% 83,33% 99,74%

CBL 0 ND ND >99,99%

CNBP 0 ND ND >99,99%

CNBP_CA 0 ND ND >99,99%

CNBP_CAGA 0 ND ND >99,99%

CSTB 0 ND 0,00% 99,74%

DIP2B 0 ND 0,00% 99,74%

DMPK 42 >99,99% >99,99% >99,99%

Tabela 19 TruSight Whole Genome Métricas de exatidão para expansões STR
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Expansão STR Amostras clínicas testadas PPA TPPV NPA

FMR1 47 >99,9% >99,99% >99,99%

FXN 0 ND 0,00% 99,74%

FXN_A 0 ND ND >99,99%

GLS 0 ND ND >99,99%

HTT 10 >99,99% 83,33% 99,49%

HTT_CCG 0 ND ND >99,99%

JPH3 0 ND ND >99,99%

NIPA1 0 ND ND >99,99%

NOP56 0 ND ND >99,99%

NOP56_CGCCTG 0 ND ND >99,99%

NOTCH2NL 0 ND ND >99,99%

PABPN1 0 ND ND >99,99%

PHOX2B 0 ND ND >99,99%

PPP2R2B 0 ND ND >99,99%

TBP 0 ND ND >99,99%

TUDO 160 98,12% 92,35% 99,94%

A avaliação da PPA geral da deteção de expansão de STR em todos os loci representa uma boa aproximação da
PPA específica do locus utilizando as amostras clínicas disponíveis. A avaliação de PPA especificamente para o
locus FMR1 pode servir como um limite inferior para PPA de loci que não foram perfilados diretamente devido
ao seu grande limiar para anomalia do tamanho de STR.

Exatidão da deteção de alelos SMN1

A exatidão da deteção da ausência do alelo C no SMN1 (NM_000344.3:c.840C) foi avaliada em 26 amostras
clínicas de casos com diagnóstico de Atrofia Muscular Espinhal (AME) e perda homozigótica do exão 7 no SMN1
confirmada por PCR digital de gotículas ou MLPA. A exatidão da identificação da presença do alelo c.840C do
SMN1 foi avaliada em amostras de sangue individuais putativamente saudáveis. A cada amostra foi atribuída
uma única métrica estatística (verdadeiro positivo (TP), falso positivo (FP), falso negativo (FN) ou verdadeiro
negativo (TN)) com base na presença detetada (estado de AME negativo) ou ausência (estado de AME
positivo) do alelo C na posição c.840 do gene SMN1 em comparação com o estado esperado. As estimativas de
PPA, TPPV e NPA foram feitas tanto no conjunto de amostras positivo como negativo (consulte Tabela 20).
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Métrica de precisão TP FP TN FN Valor Métrica de precisão

PPA 26 ND ND 0 >99,99%

TPPV 26 0 ND ND >99,99%

NPA ND 0 195 ND >99,99%

Tabela 20 Métricas de exatidão para deteção de ausência de alelos SMN1 c.840C

Repetibilidade
Precisão interna do laboratório

A precisão interna do laboratório foi avaliada utilizando gADN extraído com uma variedade de variantes
conhecidas em todo o genoma. Estas incluíram mtSNV próximas e bem acima do LoD, amostras contendo o
alelo SMN1 c.840C e amostras com expansões de repetição FMR e HTT1 em comprimentos próximos e bem
acima do LoD. As amostras foram testadas utilizando nove condições únicas concebidas com três operadores,
três lotes de reagentes de preparação de banco, três lotes de consumíveis de sequenciação e três
instrumentos de sequenciação.

Cada amostra foi processada em duplicado no mesmo ensaio para avaliar a variação dentro do ensaio e cada
caso de teste foi testado duas vezes para dois ensaios por condição para a variação entre ensaios. Cada
amostra foi avaliada utilizando 36 observações e o desenho proporcionou 18 graus de liberdade para avaliar a
repetibilidade. A lista de membros do painel, tipo de amostra e variantes avaliadas por cada membro do painel é
mostrada em Tabela 21. As amostras 1-4 e 9-12 foram obtidas de homens e mulheres de ascendência
caucasiana, africana e asiática auto-identificada para fornecer um conjunto de amostras diversificado.
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Painel
N.º da
amostra

Tipo de amostra Variantes

A 1 gADN extraído de sangue Variantes pequenas, CNV, ROH, STR não
expandido, presença de SMN1 c.840C 

2 gADN extraído de sangue Variantes pequenas, CNV, ROH, STR não
expandido, presença de SMN1 c.840C 

3 gADN extraído de sangue  Variantes pequenas, CNV, ROH, STR não
expandido, presença de SMN1 c.840C 

4 gADN extraído de sangue  Variantes pequenas, CNV, ROH, STR não
expandido, presença de SMN1 c.840C 

5 Mistura manipulada de gADN
extraído de sangue 

SNV mitocondriais a nível de LoD baixo 

6 Linha celular manipulada NA20241¹ STR expandido em loci FMR1 a nível de LoD
baixo 

7 Linha celular manipulada NA20208 STR expandido em loci HTT a nível de LoD
baixo 

8 Linha celular manipulada NA23686 Ausência de SMN1 c.840C 

B 9 gADN extraído de sangue  Variantes pequenas, CNV, ROH, STR não
expandido, presença de SMN1 c.840C 

10 gADN extraído de sangue  Variantes pequenas, CNV, ROH, STR não
expandido, presença de SMN1 c.840C 

11 gADN extraído de sangue  Variantes pequenas, CNV, ROH, STR não
expandido, presença de SMN1 c.840C 

12 gADN extraído de sangue  Variantes pequenas, CNV, ROH, STR não
expandido, presença de SMN1 c.840C 

13 Mistura manipulada de gADN
extraído de sangue 

mtSNV a nível de LoD alto

14 Linha celular manipulada NA07862 STR expandida em loci FMR1 a nível de LoD
alto 

15 Linha celular manipulada NA20253 STR expandido em loci HTT a nível de LoD
alto 

16 Linha celular manipulada NA03814 Ausência de SMN1 c.840C 

Tabela 21 Composição da amostra do painel utilizado para estudo de precisão interna do laboratório

Nível de LoD alto: Frequência do alelo da variante aproximadamente a 2,0x – 4,0x LoD.
Nível de LoD baixo: Frequência do alelo da variante aproximadamente a 1,0x – 1,5x LoD.
¹ Os resultados para NA20241 não foram comunicados em números finais, uma vez que foi determinado como estando
significativamente abaixo de 1,0x LoD e, portanto, não cumpriu os requisitos da amostra.
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Na avaliação qualitativa, as métricas de reprodutibilidade são comunicadas tratando as variantes como
entidades qualitativas (variante presente ou variante não presente). Foram avaliadas e comunicadas diferentes
definições de identificações positivas ou negativas e diferentes métricas qualitativas para cada tipo de variante
(Tabela 22). Ao avaliar a reprodutibilidade das identificações de variantes pequenas, CNV e ROH, as
identificações de variantes feitas numa réplica de ensaio de caracterização foram utilizadas para cada amostra
que serviu como ponto de comparação para todas as outras réplicas dessa amostra no estudo.

Tipo de
variante

Positivos Negativos Tipo de comparação Métricas qualitativas

Variantes
pequenas

Filtros de
aprovação de
identificação
de variantes

Filtros de aprovação de
identificação de
referência
homozigótica

Concordância com o
conjunto de
identificação dos
ensaios de
caracterização inicial

Concordância
positiva média (APA)
e Concordância
negativa média
(ANA)

CNV Filtros de
aprovação de
identificação
de CNV

Posições genómicas
que não se sobrepõem
a uma identificação de
variante de número de
cópias aprovada

Concordância com o
conjunto de
identificação dos
ensaios de
caracterização inicial

APA e ANA

ROH Identificação
ROH

Posições genómicas
que não se sobrepõem
a uma identificação
ROH

Concordância com o
conjunto de
identificação dos
ensaios de
caracterização inicial

APA e ANA

Expansão
STR

Amostra com
expansão
STR em, pelo
menos, um
locus alvo

Amostra sem
expansões em qualquer
um dos loci alvo

Concordância com o
estado da amostra
definido pela
caracterização da
amostra por ensaio
ortogonal

Percentagem de
identificações
positivas (PPC) e
Percentagem de
identificações
negativas (PNC)

Deteção
SMN1
c.840C

Amostra sem
alelo C na
posição
c.840 do
SMN1 (SMA
positivo)

Amostra contendo, pelo
menos, uma cópia do
alelo C na posição
c.840 do SMN1 (SMA
negativo)

Concordância com o
estado da amostra
definido pela
caracterização da
amostra por ensaio
ortogonal

PPC e PNC

Tabela 22 Resumo da avaliação qualitativa da reprodutibilidade para cada tipo de variante
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Tipo de
variante

Positivos Negativos Tipo de comparação Métricas qualitativas

mtSNV Filtros de
aprovação de
identificação
de SNV
mitocondrial

Posição não variante
nos filtros de
aprovação do
cromossoma
mitocondrial

Concordância com as
identificações de
variantes e não
variantes efetuadas
em amostras não
diluídas

PPC e PNC

A avaliação quantitativa dos diferentes tipos de variantes envolveu uma avaliação da variabilidade de métricas
quantitativas que sustentam as identificações qualitativas ou, no caso de variantes pequenas, das métricas de
concordância em relação a um conjunto de identificação de referência. Este estudo realizou uma avaliação da
variabilidade total nas métricas quantitativas entre réplicas, bem como a contribuição de diferentes fatores
incluídos no estudo para a variabilidade nessas métricas quantitativas através da Análise de Componentes de
Variação. Tabela 23 resume as métricas quantitativas utilizadas na análise de cada tipo de variante, bem como
os fatores que foram avaliados para contribuição para a variabilidade na métrica quantitativa.

Tipo de variante Métricas quantitativas Fatores avaliados para contribuição para variabilidade

Variantes
pequenas

APA e ANA Operador, lote do kit de preparação do banco,
instrumento, lote de consumíveis de sequenciação,
subtipo de variante, contexto genómico

CNV Profundidade normalizada de
cobertura sobre a região CNV

Operador, lote do kit de preparação do banco,
instrumento, lote de consumíveis de sequenciação,
subtipo de variante, comprimento da variante

ROH Pontuação ROH sobre a região
ROH

Operador, lote do kit de preparação do banco,
instrumento, lote de consumíveis de sequenciação,
subtipo de variante, comprimento da variante

Expansão
STR

Estimativa do tamanho STR Operador, lote do kit de preparação do banco,
instrumento, lote de consumíveis de sequenciação,
centro STR, comprimento STR

Deteção
SMN1
c.840C

Razão de probabilidade
logarítmica para a presença
do alelo de referência (C) na
posição alvo

Operador, lote do kit de preparação do banco,
instrumento, lote de consumíveis de sequenciação,
estado SMA

SNV
mitocondrial

Frequência de alelos de
variantes

Operador, lote do kit de preparação do banco,
instrumento, lote de consumíveis de sequenciação,
posição da variante, frequência de alelos da variante
esperada

Tabela 23 Resumo das métricas quantitativas utilizadas na avaliação da precisão para os tipos de
variantes de diferença
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Os resultados para a análise de componentes de variância são apresentados em Tabela 24. Para variantes
pequenas, a maioria da variância foi atribuída a erro residual e não explicada pelos fatores relacionados com o
ensaio incluídos no desenho, incluindo lote do kit de sequenciação, instrumento de sequenciação, lote do kit de
preparação do banco, operador e ensaios para ensaio. A única exceção foi observada para as SNV em regiões
de confiança intermédia para as quais a maioria da variância foi atribuída ao lote do kit de sequenciação. Em
geral, uma maior quantidade de variância foi atribuída a fatores relacionados com o ensaio para variantes
pequenas em regiões de baixa confiança do genoma. Para todos os outros tipos de variantes, a maioria da
variância foi atribuída a erro residual e não a fatores relacionados com o ensaio. Este estudo demonstra que,
para a maioria dos subtipos de variantes pequenas, a filtragem de regiões de confiança alta e intermédia no
genoma pode ser utilizada para aumentar a repetibilidade e diminuir a variabilidade do ensaio.
Reprodutibilidade externa na página 63 fornece uma análise abrangente da capacidade de reprodução do
ensaio.
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Métrica
Subtipos de
variantes

Nível de
confiança

Residual
Lote do kit de
sequenciação

Ensaio-
para-
ensaio

Instrumento
Lote do kit de
preparação de
bancos

Operador

APA Eliminação curta
(1-5 bp)

Elevado 79,36% 17,52% 0,00% 0,00% 3,13% 0,00%

Intermédio 76,97% 18,59% 1,53% 0,00% 2,91% 0,00%

Baixo 67,85% 24,87% 4,4% 0,00% 2,88% 0,00%

Eliminação
média
(6-15 bp)

Intermédio 61,17% 29,06% 7,42% 0,00% 2,35% 0,00%

Baixo 59,33% 31,76% 6,38% 0,17% 2,35% 0,00%

Eliminação
longa
(16-31 bp)

Intermédio 52,93% 33,72% 11,67% 0,17% 1,51% 0,00%

Baixo 49,10% 37,01% 11,08% 1,42% 1,39% 0,00%

Inserção curta
(1-5 bp)

Elevado 89,93% 7,32% 1,76% 0,00% 0,99% 0,00%

Intermédio 74,52% 19,96% 3,44% 0,00% 2,08% 0,00%

Baixo 60,64% 29,72% 8,49% 0,00% 1,15% 0,00%

Inserção média
(6-15 bp)

Intermédio 81,76% 15,78% 0,00% 0,00% 2,41% 0,06%

Baixo 51,28% 35,07% 12,07% 0,00% 1,58% 0,00%

Inserção longa
(16-31 bp)

Intermédio 87,59% 9,83% 1,18% 0,00% 1,40% 0,00%

Baixo 52,47% 35,32% 10,14% 0,23% 1,85% 0,00%

SNV Elevado 78,01% 17,45% 0,00% 0.13% 1,23% 3,17%

Intermédio 79,71% 16,95% 0,77% 0,20% 1,29% 1,09%

Baixo 56,63% 36,08% 6,97% 0,22% 0,00% 0,09%

ANA SNV Elevado 55,07% 21,84% 21,07% 1,80% 0,21% 0,00%

Intermédio 28,53% 49,08% 20,11% 1,27% 1,00% 0,00%

Baixo 51,78% 36,04% 9,76% 2,42% 0,00% 0,00%

Tabela 24 Resultados do Estudo de Análise de Componentes de Variação
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Métrica
Subtipos de
variantes

Nível de
confiança

Residual
Lote do kit de
sequenciação

Ensaio-
para-
ensaio

Instrumento
Lote do kit de
preparação de
bancos

Operador

Profundidade GANHO CNV
(10 kbp, 25 kbp)

ND 73,28% 2,87% 0,00% 0,00% 1,01% 0,00%

GANHO CNV
(25 kbp, 50 kbp)

ND 72,99% 5,25% 0,00% 0,00% 0,00% 0,56%

GANHO CNV
(50 kbp, 100
kbp)

ND 66,40% 5,16% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

GANHO CNV
(100 kbp, 500
kbp)

ND 43,51% 14,92% 14,01% 0,20% 0,00% 15,72%

PERDA CNV
(10 kbp, 25 kbp)

ND 83,41% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

PERDA CNV
(25 kbp, 50 kbp)

ND 84,67% 1,20% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

CNV PERDA (50
kbp, 100 kbp)

ND 84,16% 2,43% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

CNV PERDA
(100 kbp, 500
kbp)

ND 81,25% 5,22% 0,00% 0,00% 0,00% 0,55%
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Métrica
Subtipos de
variantes

Nível de
confiança

Residual
Lote do kit de
sequenciação

Ensaio-
para-
ensaio

Instrumento
Lote do kit de
preparação de
bancos

Operador

Pontuação por
região

ROH
(1 kbp, 10 kbp)

ND 74,32% 1,65% 0,00% 0,00% 0,00% 0,52%

ROH
(10 kbp, 25 kbp)

ND 84,78% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

ROH
(25 kbp, 50 kbp)

ND 84,92% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

ROH (50 kbp,
100 kbp)

ND 85,63% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

ROH (100 kbp,
500 kbp)

ND 85,76% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

ROH ≥ 500 kbp ND 84,81% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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Métrica
Subtipos de
variantes

Nível de
confiança

Residual
Lote do kit de
sequenciação

Ensaio-
para-
ensaio

Instrumento
Lote do kit de
preparação de
bancos

Operador

Estimativa de
tamanho para loci
STR¹

AFF2 ND 99,43% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

ATXN7 ND 100% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

ATXN7_GCC ND 99,43% 0,57% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

CNBP ND 100% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

CNBP_CA ND 95,45% 4,55% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

CSTB ND 96,45% 0,87% 2,57% 0,00% 0,00% 0,11%

DIP2B ND 100% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

FMR1 ND 71,02% 10,06% 0,00% 17,33% 0,64% 0,95%

FXN_A ND 94,52% 1,37% 0,00% 1,37% 1,37% 1,37%

HTT ND 82,23% 0,00% 11,99% 3,81% 0,00% 1,97%

HTT_CCG ND 99,43% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

NOTCH2NL ND 99,43% 0,00% 0,00% 0,29% 0,29% 0,00%

TBP ND 90,91% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Razão de
verosimilhança de
registo

c.840C em
NA03814

ND 65,71% 18,98% 0,00% 0,00% 0,00% 15,32%

c.840C em
NA23686

ND 87,64% 0,00% 0,00% 5,90% 0,00% 6,46%

VAF mtSNVs perto
do LOD

ND 83,13% 0,37% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05%

¹ A análise dos componentes de variância não foi realizada para loci para os quais não foi observada variância.
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Reprodutibilidade externa

A reprodutibilidade externa foi determinada utilizando um único lote de reagentes de preparação e
sequenciação de bancos em três centros de ensaio externos com dois operadores em cada centro. As mesmas
amostras utilizadas no estudo de Precisão interna do laboratório na página 54 (Tabela 21) foram utilizadas no
estudo de reprodutibilidade com uma exceção: a amostra NA20241 foi substituída por NA20239 para avaliar a
expansão FMR1 loci STR a um LoD baixo. No total, foram testadas 16 amostras únicas como dois subpainéis de
oito amostras únicas cada (Painel A e Painel B) por cada operador em cada centro. Foram realizados três
ensaios de sequenciação para bancos duplicados de cada subpainel, para um total de 36 ensaios de
sequenciação por amostra única.

A taxa de aprovação de amostras em 576 bancos de amostras com ensaios de sequenciação válidos, definida
como o número de amostras que passaram nas métricas de CQ do banco de amostras na primeira tentativa, foi
de 99,1% (571/576; IC de 95%: 98,0%, 99,6%). Todos os resultados dos testes são baseados no teste inicial.

A reprodutibilidade de SNV, inserções, eliminações, CNV e ROH foi avaliada comparando dados com um
conjunto de identificação de referência com base no desempenho habitual em três ensaios de caracterização
(Tabela 25 e Tabela 26). A reprodutibilidade das expansões STR, a ausência do alelo SMN1 c.840C e mtSNV
foram avaliadas comparando os dados com o estado conhecido (Tabela 27).
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Tipo de variante — estratificação
Identificações positivas concordantes¹ /

Identificações positivas²
Concordância positiva média (%)

(IC de 95%)³

Centro 1 Centro 2 Centro 3

Pequenas variantes (alta confiança)

SNV 687.996.150 /

688.770.402

666.509.635 /

667.253.493

688.001.697 /

688.766.887

99,9

(99,9-99,9)

Inserções — 1-5 bp 34.087.135 /

34.137.298

33.025.772 /

33.073.087

34.089.204 /

34.137.792

99,9

(99,9-99,9)

Eliminações — 1-5 bp 44.096.186 /

44.255.442

42.733.935 /

42.883.089

44.102.515 /

44.256.695

99,6

(99,6-99,6)

Pequenas variantes (confiança intermédia)

SNV 42.238.226 /

42.737.228

40.920.370 /

41.391.560

42.236.751 /

42.725.827

98,8

(98,8-98,9)

Inserções — 1-5 bp 11.075.073 /

11.204.210

10.734.488 /

10.855.790

11.080.468 /

11.204.818

98,9

(98,9-99,9)

Inserções — 6-15 bp 4.307.181 /

4.339.975

4.173.626 /

4.205.261

4.308.408 /

4.340.277

99,3

(99,2-99,3)

Inserções — ≥ 16 bp 611.952 /

632.214

593.114 /

612.877

612.222 /

632.498

96.8

(96,8-96,8)

Eliminações — 1-5 bp 24.571.502 /

24.851.492

23.814.655 /

24.076.930

24.586.095 /

24.855.041

98,9

(98,9-98,9)

Eliminações — 6-15 bp 8.737.319 /

8.900.796

8.473.410 /

8.624.403

8.746.773 /

8.902.016

98,2

(98,2-98,2)

Eliminações — ≥ 16 bp 3.590.282 /

3.779.907

3.481.192 /

3.662.448

3.594.420 /

3.780.659

95,0

(95,0-95,0)

Pequenas variantes (baixa confiança)

SNV 78.507.103 /

96.859.682

76.365.789 /

94.066.720

78.863.977 /

97.058.652

81,2

(81,2-81,2)

Inserções — 1-5 bp 17.312.805 /

19.370.351

16.859.987 /

18.807.745

17.406.355 /

19.418.516

89,6

(89,5-89,6)

Tabela 25 Reprodutibilidade de TruSight Whole Genome para SNV, CNV e ROH
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Tipo de variante — estratificação
Identificações positivas concordantes¹ /

Identificações positivas²
Concordância positiva média (%)

(IC de 95%)³

Centro 1 Centro 2 Centro 3

Inserções — 6-15 bp 5.543.985 /

6.529.886

5.404.652 /

6.338.556

5.584.241 /

6.550.066

85,1

(85,1-85,2)

Inserções — ≥ 16 bp 3.284.197 /

4.275.286

3.205.165 /

4.158.315

3.314.025 /

4.298.399

77,0

(77,0-77,0)

Eliminações — 1-5 bp 31.659.416 /

34.194.748

30.751.952 /

33.158.757

31.746.379 /

34.226.245

92,7

(92,7-92,7)

Eliminações — 6-15 bp 9.189.220 /

9.987.568

8.928.794 /

9.684.179

9.217.516 /

9.995.101

92,1

(92,1-92,2)

Eliminações — ≥ 16 bp 3.335.400 /

3.909.364

3.241.968 /

3.791.331

3.346.219 /

3.912.857

85,4

(85,4-85,5)

CNV — ganhos ≥ 10 kbp 7.883 /

8.275

7.664 /

8.012

7.916 /

8.282

95,5

(95,2-95,8)

CNV — perdas ≥ 10 kbp 11.517 /

12.089

11.248 /

11.777

11.516 /

12.113

95,3

(95,1-95,5)

ROH — ≥ 500 kbp 6.641 /

6.765

6.519 /

6.663

6.616 /

6.756

98,0

(97,8-98,2)

¹ Número total de identificações positivas concordantes = Positiva Concordante de Consulta (QCP) + Positiva Concordante de Referência (RCP).
² Número total de identificações positivas = Positiva Concordante de Consulta (QCP) + Positiva Exclusiva de Consulta (QEP) + Positiva Concordante
de Referência (RCP) + Positiva Exclusiva de Referência (REP).
³ Os intervalos de confiança bilaterais de 95% são calculados através do método de pontuação de Wilson.

Tipo de variante — estratificação
Identificações negativas concordantes¹ /

Identificações negativas² Concordância negativa média (%)
(IC de 95%)³

Centro 1 Centro 2 Centro 3

Pequenas variantes (alta confiança) 486,282,620,918 /

486,388,081,375

470,948,205,740 /

471,054,131,230

486,285,759,770 /

486,389,857,817

>99,9

(>99,9->99,9)

Pequenas variantes (confiança intermédia) 17,249,915,828 /

17,427,817,811

16,699,106,194 /

16,874,794,553

17,253,834,878 /

17,429,035,482

99,0

(99,0-99,0)

Tabela 26 Reprodutibilidade de TruSight Whole Genome para ANA de SNV, CNV e ROH
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Tipo de variante — estratificação
Identificações negativas concordantes¹ /

Identificações negativas² Concordância negativa média (%)
(IC de 95%)³

Centro 1 Centro 2 Centro 3

Pequenas variantes (baixa confiança) 24,072,615,254 /

25,608,493,410

23,454,103,344 /

24,947,163,687

24,180,801,788 /

25,695,956,102

94,0

(94,0-94,0)

CNV — ganhos ≥ 10 kbp 592,486,270,144 /

592,500,222,476

573,973,293,084 /

573,985,772,396

592,487,297,632 /

592,500,614,241

>99,9

(>99,9->99,9)

CNV — perdas ≥ 10 kbp 592,548,802,882 /

592,559,825,216

574,030,570,254 /

574,041,311,257

592,547,683,360 /

592,559,141,007

>99,9

(>99,9->99,9)

ROH — ≥ 500 kbp 542,968,586,606 /

547,402,885,905

525,724,060,526 /

530,011,754,808

543,014,319,116 /

547,444,495,449

99,2

(99,2-99,2)

¹ Número total de identificações negativas de concordância = 2 × Negativas Concordantes (CN).
² Número total de identificações negativas = 2 × Negativas Concordantes (CN) + Negativa Exclusiva de Referência (REN) + Negativa Exclusiva de
Consulta (QEN).
³ Os intervalos de confiança bilaterais de 95% são calculados através do método de pontuação de Wilson.
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Tipo de
variante –

estratificação

Total de
identificações

positivas
esperadas

Identificações positivas Total de
identificações

negativas
esperadas

Identificações negativas Percentagem
de

identificações
positivas

(IC de 95%)¹

Percentagens
de

identificações
negativas

(IC de 95%)¹

Centro
1

Centro
2

Centro
3

Centro 1 Centro 2 Centro 3

Expansões STR - Alto nível de deteção (2x-4x LOD)

Expansões
STR - FMR1

35 12 11 12 ND ND ND ND 100
(90,1-100)

ND

Expansões
STR - HTT

36 12 12 12 ND ND ND ND 100
(90,4-100)

ND

Expansões
STR – FMR1
e HTT
combinados

71 24 23 24 ND ND ND ND 100
(94,9-100)

ND

Expansões STR - Nível baixo de deteção (1x-1,5x LOD)

Expansões
STR - FMR1

36 11 10 11 ND ND ND ND 88,9
(74,7-95,6)

ND

Expansões
STR - HTT

36 12 12 12 ND ND ND ND 100
(90,4-100)

ND

Expansões
STR – FMR1
e HTT
combinados

72 23 22 23 ND ND ND ND 94,4
(86,6-97,8)

ND

Expansões
STR – 28 loci
STR alvo
principais
combinados

ND ND ND ND 285 96 93 96 ND 100
(98,7-100)

Tabela 27 Reprodutibilidade de TruSight Whole Genome para STR, SMN1 e mtSNV
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Tipo de
variante –

estratificação

Total de
identificações

positivas
esperadas

Identificações positivas Total de
identificações

negativas
esperadas

Identificações negativas Percentagem
de

identificações
positivas

(IC de 95%)¹

Percentagens
de

identificações
negativas

(IC de 95%)¹

Centro
1

Centro
2

Centro
3

Centro 1 Centro 2 Centro 3

Ausência de
SMN1
c.840C

71 24 24 23 285 96 93 96 100
(94,9-100)

100
(98,7-100)

mtSNVs –
nível alto
(2x-4x LOD)

1080 360 360 360 457,524 152,491 152,489 152,484 100
(99,6-100)

>99,9
(>99,9-

>99,9)

mtSNVs –
nível baixo
(1x-1,5x
LOD)

1080 360 359 360 457,524 152,481 152,489 152,483 99,9
(99,5-99,9)

>99,9
(>99,9-

>99,9)

¹ Os intervalos de confiança bilaterais de 95% são calculados através do método de pontuação de Wilson.
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Resolução de problemas
Use a seguinte tabela para resolver problemas no fluxo de trabalho. Se um ensaio de sequenciação ou preparação de banco para uma
amostra falhar duas vezes, poderá ser necessária uma resolução de problemas adicional. Contacte a Assistência Técnica da Illumina.

Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

Problema de
criação de
ensaio

O Ensaio Planeado
associada não pode ser
selecionado
manualmente em
Software de Controlo
NovaSeq 6000Dx após o
carregamento dos
consumíveis

Foi especificada uma ID de
tubo do banco incorreta
durante o planeamento do
ensaio

Consulte Run Revision (Revisão do Ensaio) em
Guia de TruSight Whole Genome Analysis
Application (documento n.º 200049931).
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

Problema na
sequenciação

Estado de falha de
sequenciação em
Illumina Run Manager

O ensaio de sequenciação foi
abortado ou não foi
concluído devido a NovaSeq
6000Dx ou um problema de
manuseamento de
consumíveis de
sequenciação

Consulte o Documentação de produto do
NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do documento:
200010105).

Depois de resolver o problema, o banco pode ser
reagrupado e novamente sequenciado até uma
vez (devido ao volume).

Ensaio concluído mas falha
ao agrupar. Possível
problema de NovaSeq
6000Dx, problema de
manuseamento de
consumíveis de
sequenciação ou falha
catastrófica na preparação
do banco devido a problema
de manuseamento de
reagentes ou erro do
operador (por exemplo,
saltar um passo ou deitar
fora em vez de transferir o
sobrenadante durante a
seleção de tamanho)

Avalie os rendimentos individuais do banco em
FLP por qPCR para ≥ 0,94 nM (assuma o tamanho
da inserção de 450 bp) para descartar a
preparação do banco versus problemas
relacionados com a sequenciação.

Se forem excluídos problemas de preparação do
banco e se suspeitar de um problema relacionado
com a sequenciação, consulte Documentação de
produto do NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do
documento: 200010105).

Se suspeitar de um problema de preparação do
banco, reveja as Sugestões e técnicas na página
13 e Instruções de utilização na página 16 antes
de repetir a preparação e sequenciação do
banco. Se houver falhas repetidas, contacte a
Assistência Técnica da Illumina.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

Os dados de
sequenciação
não são
transferidos
para o servidor

Estado de falha da
transferência de ficheiro
de sequenciação para
análise em Illumina Run
Manager

Ocorreu um problema de
conectividade de rede ou
uma falha de energia no
instrumento ou servidor
durante a transferência de
dados do ensaio

Verificar se há interrupção de energia ou perda
de conectividade de rede do instrumento.
Aguarde que o sistema fique inativo (conclusão
da sequenciação) e, em seguida, aceda a
Instrument Settings (Definições do Instrumento),
IVD SETTINGS (Definições IVD) para confirmar a
ligação à localização de saída especificada
utilizando a função Browse (Procurar).

Se for necessária uma resolução de problemas
adicional, consulte Documentação de produto do
NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do documento:
200010105). Se, após a resolução de problemas
de ligação ou de alimentação, a transferência de
ficheiros não for reiniciada e concluída, contacte
a Assistência Técnica da Illumina.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

A análise não é
iniciada

Estada de análise não
iniciada em Illumina Run
Manager apesar de a
transferência do ficheiro
de sequenciação para
análise estar concluída

Emparelhamento ou ligação
entre o instrumento e
DRAGEN Server for NovaSeq
6000Dx perdido ou licença
DRAGEN expirada.

Aguarde que o sistema fique inativo (conclusão
da sequenciação) e, em seguida, vá a DRAGEN
para confirmar que a licença DRAGEN é válida. Se
a licença tiver expirado, contacte Illumina. Se a
licença for válida, selecione Run Self-Test
(Executar autoteste). Se o teste falhar ou se a
opção para executar um autoteste não estiver
disponível, inicie sessão no Instrumento para
verificar se existe um erro relacionado com o
emparelhamento do servidor. Consulte a secção
System Configuration (Configuração do Sistema)
do Documentação de produto do NovaSeq
6000Dx Instrument (n.º do documento:
200010105).

A análise deve ser iniciada automaticamente
após a resolução do problema. Saia da página e
navegue até ao separador Active Runs (Ensaios
Ativos) para confirmar que a análise está em
curso. Se o problema persistir, contacte Illumina.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

A análise fica
bloqueada

Estado da análise em
curso em Illumina Run
Manager durante muito
mais tempo do que o
esperado

A conectividade de rede ou a
alimentação do instrumento
ou servidor pode ter sido
interrompida durante a
análise, fazendo com que a
análise fique bloqueada

Cancele a análise e verifique se há interrupções
de energia ou perda de conectividade da rede do
instrumento.

Aguarde que o sistema esteja inativo (conclusão
da sequenciação) e, em seguida, aceda a
Instrument Settings (IVD SETTINGS) (Definições
do Instrumento) (DEFINIÇÕES IVD) e confirme a
conectividade à Localização de Saída
especificada. Se for necessária resolução de
problemas adicional, consulte Documentação de
produto do NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do
documento: 200010105).

Após resolver o problema, volte a colocar a
análise em fila de espera sem alterações.
Consulte Guia de TruSight Whole Genome
Analysis Application (documento n.º 200049931).
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

Falha ao
transferir
ficheiros de
análise

Estado de falha da
transferência do ficheiro
de análise para o
armazenamento em
Illumina Run Manager

Ocorreu um problema de
conectividade de rede ou
uma falha de energia no
instrumento ou servidor
durante a transferência do
ficheiro de análise

Cancele a análise e verifique se há interrupções
de energia ou perda de conectividade da rede do
instrumento.

Aguarde que o sistema esteja inativo (conclusão
da sequenciação) e, em seguida, aceda a
Instrument Settings (IVD SETTINGS) (Definições
do Instrumento) (DEFINIÇÕES IVD) e confirme a
conectividade à Localização de Saída
especificada. Se for necessária resolução de
problemas adicional, consulte Documentação de
produto do NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do
documento: 200010105).

Após resolver o problema, volte a colocar a
análise em fila de espera sem alterações.
Consulte Guia de TruSight Whole Genome
Analysis Application (documento n.º 200049931).

A análise falha
na colocação
em fila de
espera

A análise falhou após
colocação em fila de
espera

Se voltar a colocar a análise
em fila de espera, o ensaio
original pode ter sido
eliminado ou arquivado e já
não se encontra na
localização especificada
para a localização de
armazenamento externo

Verifique se o ensaio original ainda está na
localização de armazenamento externo. Se
estiver arquivado, recupere do arquivo e, em
seguida, volte a colocar a análise em fila de
espera.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

CQ de
sequenciação
falhou

FAIL (FALHOU) resumo
dos resultados de CQ da
sequenciação no
relatório consolidado

“% total >=Q30” abaixo da
especificação analítica
devido ao manuseamento
incorreto dos consumíveis
de sequenciação (não
descongelar completamente
ou inverter para misturar
após descongelar)

Consulte Documentação de produto do NovaSeq
6000Dx Instrument (n.º do documento:
200010105). Depois de resolver o problema, o
banco pode ser reagrupado e novamente
sequenciado até uma vez (devido ao volume).

O CQ FASTQ
falhou para
todas as
amostras

FAIL (FALHOU) resumo
dos resultados de CQ
FASTQ e resumo de CQ
do banco de amostras,
com resultados métricos
de CQ do banco
individual relatados
como ND, para todas as
amostras no Relatório
consolidado com PASS
(PASSOU) do resumo do
resultado de CQ de
sequenciação

O kit de adaptadores de
índice especificado durante
a criação do ensaio não está
alinhado com o utilizado
durante a preparação do
banco

Visualize amostras para rever as informações do
índice utilizadas na análise no IRM. Se for
necessária uma correção, consulte Requeue
Analysis (Voltar a colocar a análise em fila de
espera) no Guia de TruSight Whole Genome
Analysis Application (documento n.º 200049931).
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

O CQ FASTQ
falha para uma
ou mais
amostras na
ausência de
baixo
rendimento do
ensaio;
Rendimento
total não
indexado (GB)
≥ 2800 GB em
S4 ou ≥ 1000
GB em S2

FAIL (FALHOU) resumo
dos resultados de CQ
FASTQ e resumo do CQ
do banco de amostras,
com resultados métricos
de CQ do banco
individual comunicados
como ND, para uma ou
mais amostras, mas não
todas, no relatório
consolidado sem baixo
rendimento do ensaio

Erros de utilização durante a
preparação ou agrupamento
de bancos

Avalie o(s) volume(s) restante(s) na placa do
banco final (FLP) para confirmar o erro de
utilização de omitir amostras de bancos
agrupados. O volume permite ao operador
reagrupar e voltar a sequenciar até uma vez. Em
alternativa, volte a colocar as amostras falhadas
em fila de espera no lote de preparação do banco
seguinte e execute depois de rever as Instruções
de utilização na página 16.

Opcionalmente, avalie os rendimentos de bancos
individuais em FLP por qPCR para ≥ 0,94 nM
(assuma o tamanho da inserção de 450 bp) para
excluir problemas relacionados com a preparação
do banco. Volte a colocar as amostras falhadas
em fila de espera no lote de preparação do banco
seguinte e execute depois de rever as Instruções
de utilização na página 16.
Não é recomendável agrupar bancos em lotes de
preparação de bancos devido a flutuações de
rendimento de lote para lote, o que pode resultar
numa %CV mais elevada e numa maior incidência
de falhas na “Cobertura autossómica média”.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

O CQ FASTQ
falha para
algumas, mas
não todas, as
amostras com
baixo
rendimento do
ensaio;
Rendimento
total não
indexado (GB)
baixo, < 2800
GB em S4 ou <
1000 GB em
S2

FAIL (FALHOU) resumo
dos resultados de CQ
FASTQ e resumo do CQ
do banco de amostras,
com resultados métricos
de CQ do banco
individual comunicados
como ND, para uma ou
mais amostras, mas não
todas, no relatório
consolidado com baixo
rendimento do ensaio

Pode indicar um problema
relacionado com a
preparação ou sequenciação
do banco

Avalie os rendimentos de bancos individuais em
FLP por qPCR para ≥ 0,94 nM (assuma o tamanho
da inserção de 450 bp) para excluir problemas
relacionados com a preparação versus
sequenciação do banco.

Em caso de suspeita de problema de
sequenciação, consulte Documentação de
produto do NovaSeq 6000Dx Instrument (n.º do
documento: 200010105). Depois de resolver o
problema, os bancos podem ser reagrupados e
novamente sequenciados até uma vez (devido ao
volume limitado).

Se suspeitar de um problema de preparação do
banco, reveja as Sugestões e técnicas na página
13 e Instruções de utilização na página 16 antes
de repetir a preparação e sequenciação do
banco. Se houver falhas repetidas, contacte a
Assistência Técnica da Illumina.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

O CQ do banco
falha devido a
baixa
cobertura

FAIL (FALHOU) resumo
dos resultados do CQ do
banco de amostras para
uma ou mais amostras
no relatório consolidado
devido à cobertura
autossómica média e/ou
à percentagem de
autossomas com
cobertura superior a 20X
e/ou cobertura
mitocondrial média
sobre o genoma que não
passou na especificação
analítica

Problema(s) de qualidade da
amostra ou preparação do
banco

Realizar requantificação com controles de
processo para descartar problemas relacionados
com a entrada de ADN.

Reveja as Sugestões e técnicas na página 13 e
Instruções de utilização na página 16 antes de
voltar a colocar a(s) amostra(s) falhada(s) em fila
de espera no lote seguinte de preparação do
banco e execute. Se houver falha(s) repetida(s)
para a(s) mesma(s) amostra(s), isto pode indicar
problema(s) de qualidade da amostra.

Se a falha for observada novamente, mas com
amostras diferentes, isto pode indicar um
problema relacionado com a preparação do
banco relacionado com o operador, reagente,
consumível ou equipamento. Se o problema
persistir, contacte a Assistência Técnica da
Illumina.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

O CQ do banco
falha com base
em desvio GC

FAIL (FALHOU) resumo
dos resultados de CQ do
banco de amostras para
uma ou mais amostras
no relatório consolidado
devido à cobertura
normalizada a 60% a
79% dos recipientes GC
e/ou cobertura
normalizada a 20% a
39% dos recipientes GC
que não cumprem a
especificação analítica

Transferência excessiva de
ELM ou lavagem ignorada
causando um desvio na
cobertura GC

Reveja as Sugestões e técnicas na página 13 e
Instruções de utilização na página 16 antes de
voltar a colocar a(s) amostra(s) falhada(s) em fila
de espera no lote seguinte de preparação do
banco e execute.

O CQ do banco
falha com base
na
contaminação
de uma ou
mais, mas não
todas, as
amostras no
ensaio

FAIL (FALHOU) resumo
dos resultados de CQ do
banco de amostras para
uma ou mais, mas não
todas, as amostras no
relatório consolidado
devido à contaminação
estimada das amostras
não ter passado na
especificação analítica

Amostra(s) contaminada(s)
ou não mudaram as pontas
durante a preparação da
amostra ou do banco

Reveja as Sugestões e técnicas na página 13 e
Instruções de utilização na página 16 antes de
voltar a colocar a(s) amostra(s) falhada(s) em fila
de espera no lote seguinte de preparação do
banco e execute. Se houver falha(s) repetida(s)
para a(s) mesma(s) amostra(s), o ADN da
amostra pode estar contaminado.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

O CQ do banco
falha com base
na
contaminação
de todas as
amostras no
ensaio

FAIL (FALHOU) resumo
dos resultados de CQ do
banco de amostras para
todas as amostras no
relatório consolidado
devido à contaminação
estimada das amostras
não ter passado na
especificação analítica

Reagente contaminado ou
não mudaram as pontas
durante a diluição da
amostra ou preparação do
banco

Reveja as Sugestões e técnicas na página 13 para
evitar a contaminação. Volte a colocar as
amostras falhadas em fila de espera no lote
seguinte de preparação do banco e execute
utilizando diluições de amostras novas e kit de
preparação do banco.

Resumo do
resultado de
ploidia ND

Resumo do resultado de
ploidia comunicado
como ND (não
determinado) no
relatório consolidado

O sexo foi listado como
Desconhecido durante a
criação do ensaio

Confirme que "Provided sex chromosome ploidy”
(Ploidia dos cromossomas sexuais fornecida) no
Relatório consolidado era “Unknown”
(Desconhecida). Recomenda-se que liste Sexo
como “Masculino” ou “Feminino” nos dados da
amostra quando conhecido durante a criação do
ensaio.

DRAGEN relatou um
resultado de ploidia sexual
diferente de XX ou XY, como
X0 ou XXY

Reveja o resultado de “Ploidy Estimation”
(Estimativa de ploidia) por DRAGEN no Relatório
consolidado.
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Tipo de problema Observação Possível Causa Recomendado Ação

Resumo de
resultado de
ploidia
DISCORDANT

Resumo do resultado de
ploidia apresentado
como DISCORDANT
(Discordante) no
relatório consolidado.

Potencial problema de troca
de amostras

Reveja para confirmar que os dados da amostra
introduzidos durante a criação do ensaio
estavam corretos. Se estiverem incorretos, volte
a colocar a análise em fila de espera com
alterações. Se estiverem corretos e se suspeitar
de um problema de troca de amostra,
recomenda-se que volte a colocar a(s) amostra
(s) DISCORDANT em fila de espera no lote
seguinte de preparação do banco e execute para
evitar a comunicação de resultados errados. O
software de amostras não impõe a falha de uma
amostra com um resumo de resultado de ploidia
DISCORDANT.
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Anexo A
Conjunto de índices S4 1

ID do Poço da Placa de
Índice

Nome de índice Bases i7 Bases i5

A01 UDP0037 TGTAATCGAC GATCACCGCG

B01 UDP0038 GTGCAGACAG TACCATCCGT

C01 UDP0039 CAATCGGCTG GCTGTAGGAA

D01 UDP0040 TATGTAGTCA CGCACTAATG

E01 UDP0041 ACTCGGCAAT GACAACTGAA

F01 UDP0042 GTCTAATGGC AGTGGTCAGG

G01 UDP0043 CCATCTCGCC TTCTATGGTT

H01 UDP0044 CTGCGAGCCA AATCCGGCCA

A02 UDP0065 TAATGTGTCT GTAAGGCATA

B02 UDP0066 ATACCAACGC AATTGCTGCG

C02 UDP0067 AGGATGTGCT TTACAATTCC

D02 UDP0068 CACGGAACAA AACCTAGCAC

E02 UDP0069 TGGAGTACTT TCTGTGTGGA

F02 UDP0070 GTATTGACGT GGAATTCCAA

G02 UDP0071 CTTGTACACC AAGCGCGCTT

H02 UDP0072 ACACAGGTGG TGAGCGTTGT

Conjunto de índices S4 2
ID do Poço da Placa de
Índice

Nome de índice Bases i7 Bases i5

A03 UDP0081 TGTCGCTGGT TCGTCTGACT

B03 UDP0082 ACACTTACAA CTCATAGCGA

C03 UDP0083 TATGCCTTAC AGACACATTA

D03 UDP0084 ACAAGTGGAC GCGCGATGTT

E03 UDP0085 TGGTACCTAA CATGAGTACT
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ID do Poço da Placa de
Índice

Nome de índice Bases i7 Bases i5

F03 UDP0086 TTGGAATTCC ACGTCAATAC

G03 UDP0087 CCTCTACATG GATACCTCCT

H03 UDP0088 GGAGCGTGTA ATCCGTAAGT

A04 UDP0089 GTCCGTAAGC CGTGTATCTT

B04 UDP0090 ACTTCAAGCG GAACCATGAA

C04 UDP0091 TCAGAAGGCG GGCCATCATA

D04 UDP0092 GCGTTGGTAT ACATACTTCC

E04 UDP0093 ACATATCCAG TATGTGCAAT

F04 UDP0094 TCATAGATTG GATTAAGGTG

G04 UDP0095 GTATTCCACC ATGTAGACAA

H04 UDP0096 CCTCCGTCCA CACATCGGTG

Conjunto de índices S2 1
ID do Poço da Placa de
Índice

Nome de índice Bases i7 Bases i5

A01 UDP0037 TGTAATCGAC GATCACCGCG

B01 UDP0038 GTGCAGACAG TACCATCCGT

C01 UDP0039 CAATCGGCTG GCTGTAGGAA

D01 UDP0040 TATGTAGTCA CGCACTAATG

E01 UDP0041 ACTCGGCAAT GACAACTGAA

F01 UDP0042 GTCTAATGGC AGTGGTCAGG

Conjunto de índices S2 2
ID do Poço da Placa de
Índice

Nome de índice Bases i7 Bases i5

A02 UDP0065 TAATGTGTCT GTAAGGCATA

B02 UDP0066 ATACCAACGC AATTGCTGCG

C02 UDP0067 AGGATGTGCT TTACAATTCC

D02 UDP0068 CACGGAACAA AACCTAGCAC

E02 UDP0069 TGGAGTACTT TCTGTGTGGA

F02 UDP0070 GTATTGACGT GGAATTCCAA
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Conjunto de índices S2 3
ID do Poço da Placa de
Índice

Nome de índice Bases i7 Bases i5

A03 UDP0081 TGTCGCTGGT TCGTCTGACT

B03 UDP0082 ACACTTACAA CTCATAGCGA

C03 UDP0083 TATGCCTTAC AGACACATTA

D03 UDP0084 ACAAGTGGAC GCGCGATGTT

E03 UDP0085 TGGTACCTAA CATGAGTACT

F03 UDP0086 TTGGAATTCC ACGTCAATAC

Conjunto de índices S2 4
ID do Poço da Placa de
Índice

Nome de índice Bases i7 Bases i5

A04 UDP0089 GTCCGTAAGC CGTGTATCTT

B04 UDP0090 ACTTCAAGCG GAACCATGAA

C04 UDP0091 TCAGAAGGCG GGCCATCATA

D04 UDP0092 GCGTTGGTAT ACATACTTCC

E04 UDP0093 ACATATCCAG TATGTGCAAT

F04 UDP0094 TCATAGATTG GATTAAGGTG
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Anexo B
Cálculos adicionais para a Opção 1: Entrada de ADN de 280 ng para os métodos de
quantificação de gama alargada Quant e Qubit

Cálculo dos limites de concentração para a concentração de stock de ADN de 11,2 a 154,0 ng/μl:

A concentração mínima baseia-se na entrada de ADN de 280,0 ng / volume de 25,0 µl = 11,2 ng/µl.

Com base num volume mínimo de pipetagem de 2,0 μl, a concentração máxima é de 280 ng*1,1
(excedente de 10%) / 2,0 μl = 154,0 ng/μl, num volume total de 27,5 μl.

Exemplo de cálculos com entrada de ADN de 280,0 ng

Exemplo de trabalho para concentração de stock de ADN = 95,0 ng/μl:

– Volume de stock de ADN (μl) = 280,0 ng x 1,1/95,0 ng/μl = 3,242 μl, arredonda para 3,24 μl para
uma pipetagem precisa com P-10.

– O volume total de ADN diluído é fixado em 27,5 μl.

– Volume de RSB (μl) =27,5 μl - 3,24 μl = 24,26 μl, arredonda para 24,3 μl para pipetagem precisa
com P-200.

Exemplo de trabalho para concentração de stock de ADN = 308,0 ng/μl:

– O volume de stock de ADN (μl) é fixado em 2,0 μl

– Volume total de ADN diluído (μl) = 308,0 ng/μl x 2,0 μl/11,2 ng/μl = 55,0 μl

– Volume de RSB (μl) = 55,0 μl - 2,0 μl = 53,0 μl

Cálculos adicionais para a Opção 2: Entrada de ADN de 350 ng para o Método de
Quantificação de Sensibilidade Ultra Alta Accuclear

Cálculo dos limites de concentração para a concentração de stock de ADN de 14,0 a 192,5 ng/μl:

A concentração mínima baseia-se na entrada de ADN de 350,0 ng / volume de 25,0 μl = 14,0 ng/μl.

Com base num volume mínimo de pipetagem de 2,0 μl, a concentração máxima é de 350 ng*1,1
(excedente de 10%) / 2,0 μl = 192,5 ng/μl.

Exemplo de cálculos com entrada de ADN de 350,0 ng

Exemplo de trabalho para concentração de stock de ADN = 118,75 ng/μl:

– Volume de stock de ADN (μl) = 350,0 ng x 1,1/118,75 ng/μl = 3,242 μl, arredonda para 3,24 μl
para uma pipetagem precisa com P-10

– O volume total de ADN diluído é fixado em 27,5 μl.

– Volume de RSB (μl) =27,5 μl - 3,24 μl = 24,26 μl, arredonda para 24,3 μl para pipetagem precisa
com P-200.

Exemplo de trabalho para concentração de stock de ADN = 308,0 ng/μl:
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– O volume de stock de ADN (μl) é fixado em 2,0 μl

– Volume total de ADN diluído (μl) = 308,0 ng/μl x 2,0 μl/14,0 ng/μl = 44,0 μl

– Volume de RSB (μl) = 44,0 μl - 2,0 μl = 42,0 μl

Histórico de revisões
Documento Data Descrição da alteração

Documento
n.º200050132 v00.1

Maio de 2024 Volume de entrada corrigido para o Método de
Quantificação de Sensibilidade Ultra-elevada
Accuclear.

Documento n.º
200050132 v00

Abril de 2024 Edição inicial.
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Patentes e marcas comerciais
Este documento e respetivo conteúdo são propriedade da Illumina, Inc. e das suas filiais (“Illumina”) e destinam-se unicamente a utilização
contratual por parte dos clientes, relativamente à utilização do(s) produto(s) descrito(s) no presente documento e para nenhum outro fim.
Este documento e respetivo conteúdo não podem ser utilizados ou distribuídos para qualquer outro fim e/ou de outra forma transmitidos,
divulgados ou reproduzidos por qualquer via, seja de que natureza for, sem a autorização prévia por escrito da Illumina. A Illumina não
concede qualquer licença ao abrigo da sua patente, marca comercial, direito de autor ou direitos de jurisprudência nem direitos
semelhantes de quaisquer terceiros por via deste documento.

As instruções contidas neste documento têm de ser estrita e explicitamente seguidas por pessoal qualificado e com a devida formação
para garantir a utilização adequada e segura dos produtos aqui descritos. Todo o conteúdo deste documento tem de ser integralmente lido
e compreendido antes da utilização do(s) referido(s) produto(s).

A NÃO OBSERVÂNCIA DA RECOMENDAÇÃO PARA LEITURA INTEGRAL E SEGUIMENTO EXPLÍCITO DE TODAS AS INSTRUÇÕES AQUI
CONTIDAS PODE RESULTAR EM DANOS NO(S) PRODUTO(S), LESÕES EM PESSOAS, INCLUINDO NOS UTILIZADORES OU OUTROS, E EM
DANOS MATERIAIS, E IRÁ ANULAR QUALQUER GARANTIA APLICÁVEL AO(S) PRODUTO(S).

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

© 2024 Illumina, Inc. Todos os direitos reservados.

Todas as marcas comerciais são propriedade da Illumina, Inc. ou dos respetivos proprietários. Para obter informações específicas sobre
marcas comerciais, consulte www.illumina.com/company/legal.html.

Informações de contacto

Illumina, Inc.
5200 Illumina Way
San Diego, California 92122 EUA
+1 800 809 ILMN (4566)
+1 858 202 4566 (fora da América do Norte)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com

Promotor australiano
Illumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Austrália

Etiquetas do produto
Para uma referência completa de símbolos que constam da embalagem e das etiquetas do produto, consulte a
chave de símbolos em support.illumina.com no separador Documentation (Documentação) do seu kit.

TruSight Whole Genome
Folheto informativo

Documento n.º 200050132 v00.1

PARA UTILIZAÇÃO EM DIAGNÓSTICO IN VITRO.

89 de 89

http://www.illumina.com/company/legal.html

	Utilização prevista
	Resumo e explicação
	Princípios do procedimento
	Limitações do procedimento
	Componentes do produto
	Reagentes
	Reagentes fornecidos
	Consumíveis necessários, não fornecidos

	Armazenamento e manuseamento
	Equipamento e materiais
	Equipamento necessário, não fornecido
	Materiais necessários, não fornecidos

	Colheita, transporte e armazenamento de espécimes
	Recomendações sobre entradas de ADN

	Recomendações de proficiência
	Avisos e precauções
	Notas processuais
	Sugestões e técnicas

	Controlos
	Instruções de utilização
	TruSight Whole Genome Dx Library Prep Fluxo de trabalho
	Planeamento em lote e criação de ensaio
	Preparação do protocolo
	Preparação do banco
	Pool e bancos de desnaturação
	Preparar para sequenciação

	Interpretação dos resultados
	Controlos de qualidade
	Caraterísticas de desempenho
	Contaminação cruzada
	Estabilidade Intermédia e Em Utilização
	Colheita e armazenamento de amostras de sangue
	Avaliação do método de extração de ADN
	Sensibilidade da entrada de ADN
	Substâncias interferentes
	Equivalência de indexação de amostras
	Desempenho analítico
	Repetibilidade

	Resolução de problemas
	Referências
	Anexo A
	Conjunto de índices S4 1
	Conjunto de índices S4 2
	Conjunto de índices S2 1
	Conjunto de índices S2 2
	Conjunto de índices S2 3
	Conjunto de índices S2 4

	Anexo B
	Histórico de revisões

