lumina’

Kit de reagentes de saida elevada NextSeq™ 550Dx v2
(300 ciclos)

PARA UTILIZAQAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
Catalogo n.° 20019554

Utilizacao prevista

O Kit de reagentes de saida elevada NextSeq 550Dx v2 da lllumina (300 ciclos) € um conjunto de reagentes
e consumiveis que se destinam a sequenciagao de bibliotecas de amostras quando usado com ensaios validados. O
kit destina-se a ser utilizado com o instrumento NextSeq 550Dx e software de analise.

Principios do procedimento

O Kit de reagentes de saida elevada NextSeq 550Dx v2 (300 ciclos) € um conjunto de reagentes e consumiveis de
uma Unica utilizagao para sequenciacao no instrumento NextSeq 550Dx. Para a entrada, o Kit de reagentes de saida
elevada NextSeq 550Dx v2 (300 ciclos) utiliza bibliotecas geradas a partir de ADN em que a indexagao das amostras
e as sequéncias de captura foram adicionadas aos alvos amplificados. As bibliotecas de amostra sdo capturadas
numa célula de fluxo e sequenciadas no instrumento, utilizando a quimica de sequenciagao por sintese (SBS). A
quimica SBS utiliza um método reversivel-terminator para detetar bases Unicas de nucleétidos com identificagao
fluorescente a medida que sé&o incorporadas em cadeias de ADN crescentes. O numero de bibliotecas de amostras
depende da multiplexagem suportada pelo método de preparagao de bibliotecas ascendente.

O folheto informativo do Instrumento NextSeq 550Dx fornece instrugdes para executar a sequenciagdo no
instrumento NextSeq 550Dx.

As caracteristicas de desempenho e as limitagdes do procedimento do Kit de reagentes de saida elevada

NextSeq 550Dx v2 (300 ciclos) foram estabilizadas utilizando os modulos Germline e Somatic Variant do Local Run
Manager.

LimitacOes do procedimento

1 Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

2 Leituras com Indels (inser¢des, eliminagbes ou combinagodes) cujo tamanho do conteudo & > 25 pares de bases (bp)
nao sao alinhadas pelo Assay Software. Consequentemente, Indels com tamanho > 25 bp néo séo detetaveis pelo
Assay Software.

3 As leituras amplicon com conteudo extremo podem nao ser alinhadas pelo Assay Software, o que pode fazer com
gue uma regiao seja reportada como selvagem. O conteudo extremo inclui:

Leituras que contenham mais de trés Indels

Leituras com um tamanho de pelo menos 30 bp com conteudo de variante de nucleético Unico (SNV) > 4% do
tamanho total do alvo de amplicon (excluindo regides de investigagao)

Leituras com tamanho < 30 bp com conteudo SNV > 10% do tamanho total de amplicon (incluindo regides de
investigacao)

4 Variantes maiores, incluindo variantes multinucle6tidos (MNVs) e Indels grandes, podem ser reportadas como
variantes separadas mais pequenas no ficheiro de saida VCF.

5 E possivel ignorar ou filtrar variantes de eliminacdo ao cruzar dois amplicons cobertos se o tamanho da eliminagdo
for superior ou igual a sobreposicao entre os amplicons cobertos.
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6 O sistema nao consegue detetar Indels se ocorrerem diretamente adjacentes a um primer e se nao houver um
amplicon de sobreposicdo. Para as regides com amplicons de sobreposi¢do, o ensaio nao consegue detetar
eliminagdes quando a regido de sobreposi¢cao € mais pequena do que o tamanho da eliminagéo a ser detetada. Por
exemplo, se a regido da sobreposi¢do entre dois amplicons adjacentes for duas bases, o ensaio nao consegue
detetar nenhuma eliminacao incluindo ambas as bases. A eliminagdo de uma base unica em cada uma dessas
bases pode ser detetada.

7  Tal como com qualquer fluxo de trabalho de preparagéo de bibliotecas a base de hibridizagado, os polimorfismos,
mutagoes, insergdes ou eliminagdes subjacentes em regides de ligagao oligonucledtida podem afetar os alelos
investigados e, consequentemente, as identificagbes obtidas durante a sequenciagdo. Por exemplo:

Uma variante na fase com uma variante na regidao do primer pode nao ser amplificada, resultando num falso
negativo.

As variantes na regidao do primer podem impedir a amplificacdo do alelo de referéncia, resultando numa
identificagéo incorreta de variante homozigotica.

As variantes Indel na regido do primer podem causar um falso positivo no fim da leitura adjacente ao primer.

8 Os Indels podem ser filtrados devido a tendéncia da cadeia se ocorrerem perto do fim de uma leitura e se forem
levemente recortados durante o alinhamento.

MNVs pequenas podem nao ter sido validadas e s6 sao reportadas no Somatic Variant Module.
10 As eliminagdes sao reportadas no VCF na coordenada que antecede a base de acordo com o formato VCF. Assim,
devem ser consideradas as variantes adjacentes antes de reportar que uma identificagéo individual de base é
referéncia homozigotica.
11 Limitagbes especificas do Germline:
O Instrumento NextSeq 550Dx, utilizando o médulo Germline Variant do Local Run Manager para o NextSeq
550Dx, foi concebido para fornecer resultados qualitativos para a identificagcdo da variante da linha germinal (p.
ex., homozigética, heterozigoética, selvagem).
Quando utilizado com o Germline Variant Module, a cobertura minima por amplicon necesséria para uma
identificacdo de variantes precisa é de 150x. Como resultado, sdo necessarios 150 fragmentos de ADN, que sao
equivalentes a 300 leituras de sobreposicdo de extremidade emparelhada. O nimero de amostras e o nimero
total de bases alvo afetam a cobertura. O conteiudo GC e outro conteido gendmico podem afetar a cobertura.
A variagado do numero de copias pode afetar a identificagdo de uma variante como homozigética ou
heterozigética.
As variantes de alguns contextos repetitivos sao filtradas nos ficheiros VCF. O filtro de repeticdo RMxN
é utilizado para filtrar variantes se a sequéncia da variante estiver presente total ou parcialmente repetidamente
no genoma de referéncia adjacente a posi¢éo da variante. Para identificagdo de variantes de linha germinal, sdo
necessarias pelo menos nove repeticdes em referéncia para que uma variante seja filtrada e apenas as
repeticdes com 5 bp sdo consideradas (R5x9).
Um Indel e uma SNV num Unico local podem fazer com que apenas uma variante seja reportada.

12 Limitacoes especificas do Somatic:
O instrumento NextSeq 550Dx, utilizando o Somatic Variant Module do Local Run Manager para o
NextSeq 550Dx, foi concebido para fornecer resultados qualitativos para a identificacdo da variante somatica (p.
ex., presenca de uma variante somatica com uma frequéncia de variante = 0,026 com um limite de detecao de
0,05).
Quando utilizado com o Somatic Variant Module, a cobertura minima por amplicon necessaria para uma
identificacdo de variantes precisa € de 450x por pool de oligonucleéticos. Como resultado, sdo necessarios 450
fragmentos de ADN por pool de oligonucleéticos, que sao equivalentes a 900 leituras de sobreposicao de
extremidade emparelhada. O niumero de amostras e o numero total de bases alvo afetam a cobertura. O
conteudo GC e outro conteudo genomico podem afetar a cobertura.
Para identificagcdo de variantes somaticas, sdo necessarias pelo menos seis repeticoes em referéncia para que
uma variante seja filtrada e apenas as repeticbes com 3 bp sdo consideradas (R3x6).
O Somatic Variant Module nao consegue distinguir entre variantes de linha germinal e somaticas. O médulo foi
concebido para detetar variantes ao longo de um intervalo de frequéncias de variantes, mas a frequéncia de
variantes nao pode ser utilizada para distinguir entre variantes somaticas e variantes de linha germinal.
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O tecido normal na amostra afeta a detegéo de variantes. O limite de detegado reportado € baseado numa
frequéncia de variantes relativa ao ADN total extraido de tecido tumoral e tecido normal.

Cada componente do Kit de reagentes de saida elevada NextSeq 550Dx v2 (300 Ciclos) é fornecido numa caixa em
separado. Armazene os componentes imediatamente a temperatura indicada para garantir o desempenho adequado.
Segue-se uma lista dos componentes do kit de reagentes.

Tabela1 Componentes do kit de reagentes

Componente Quantidade
Cartucho de reagentes de saida 1 cada
elevada NextSeq 550Dx v2 (300 ciclos)

Cartucho de tampao NextSeq 550Dx 1 cada
v2 (300 ciclos)

Cartucho de célula de fluxo de saida 1 cada
elevada NextSeq 550Dx v2 (300 ciclos)

Caixa de acessorios NextSeq 550Dx 1 tubo
(300 ciclos)

Numeros de lote

O kit de reagentes tem um Unico numero de lote, que é referido como o numero de lote do kit de reagentes. Cada
caixa do kit de reagentes tem o numero de lote do kit de reagentes impresso. Os componentes do kit de reagentes
gue estao no interior das caixas tém impressos os numeros de lote especificos dos componentes, que sao diferentes
do nimero de lote do kit de reagentes. Mantenha os consumiveis de sequenciacao dentro das respetivas caixas até
estarem prontos para utilizar de forma a manter a associacao do lote do kit. Consulte o Certificado de Analise do kit
de reagentes, para obter detalhes sobre os numeros referéncia e os nimeros de lote do kit de reagentes.

Armazenamento e manuseamento

1
2

Volume de

enchimento

Varios

Varios

N/D

12 ml

A temperatura ambiente ¢é definida entre 15 °C a 30 °C.
Os componentes do kit de reagentes sdo enviados a temperatura de controlo e sdo estabilizados quando
armazenados as temperaturas de armazenamento indicadas até a data de validade na etiqueta.

A Caixa de acessorios NextSeq 550Dx e o Cartucho de reagentes NextSeq 550Dx s&o estabilizados durante um
descongelamento no maximo a temperatura ambiente antes da data de validade especificada. O cartucho de
reagentes € estabilizado durante 6 horas quando descongelado num banho de dgua a temperatura ambiente. Em
alternativa, o cartucho de reagentes pode ser descongelado entre 2 °C e 8 °C até 5 dias antes de utilizar.

As alteragbes ao aspeto fisico dos reagentes pode indicar a deterioragao dos materiais. Se ocorrerem alteragées no
aspeto fisico apds a mistura, tais como alteragdes obvias na cor ou turvagdo evidente do reagente com
contaminagao microbiana, ndo utilize os reagentes.

Descricao Armazenamento
Reagentes de clustering e de -25°Ca-15°C
sequenciacao

Tampoes e solugdo de lavagem 15°Ca30°C
Unica utilizagdo, de extremidade 2°Ca8°C

emparelhada, célula de fluxo de vidro

Tampao de diluigdo de bibliotecas -25°Ca-15°C

Equipamento e materiais requeridos, vendidos em separado
Instrumento NextSeq 550Dx, Catalogo n.2 20005715
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Avisos e precaucoes

rf ATENCAO

A Lei Federal limita este dispositivo a prescricdo médica ou de outro profissional com licenga para exercer de

acordo com a legislagdo do Estado onde exerce, para utilizar ou prescrever este dispositivo.

1 O Kit de reagentes de saida elevada NextSeq 550Dx v2 (300 ciclos) contém quimicos potencialmente perigosos.
Podem ocorrer lesdes pessoais por inalagado, ingestao, contacto da pele e contacto ocular.
Use equipamento de protegao, incluindo protegao ocular, luvas e bata de laboratério adequados para o risco de
exposi¢ao. Manuseie os reagentes usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a legislagao e os
regulamentos locais, regionais e nacionais aplicaveis.

2 Para obter informacbes ambientais, de saude e de seguranga, consulte as fichas de dados de seguranga (FDS) em

support.illumina.com/sds.html.
3 O nao seguimento dos procedimentos da forma descrita podera resultar em resultados erréneos ou na reducao
significativa da qualidade das amostras.

4 Aplique as precaugdes de rotina do laboratério. Nao coloque a pipeta na boca. Nao coma, beba ou fume nas areas
designadas para trabalho. Use luvas descartaveis e batas de laboratério quando manusear amostras e reagentes de

ensaio. Lave bem as maos depois de manusear amostras e reagentes de ensaio.

5 E necessario que sejam implementadas as devidas préaticas laboratoriais e as boas praticas de higiene laboratorial
para evitar que os produtos PCR contaminem reagentes, instrumentos e amostras genémicas de ADN. A
contaminagédo PCR pode causar resultados imprecisos e nao fiaveis.

6 Para prevenir a contaminagao, certifique-se de que as areas de pré e pds-amplificagdo tém equipamento dedicado

(p. ex., pipetas, pontas de pipeta, agitador por vortice e centrifuga).

InstrucOes de utilizagcao

Consulte o folheto informativo do Instrumento NextSeq 550Dx e os manuais de referéncia aplicaveis.

Caracteristicas de desempenho

Consulte o folheto informativo do Instrumento NextSeq 550Dx.

Patentes e marcas comerciais

4

Este documento e respetivo conteudo sao propriedade da lllumina, Inc. e das suas afiliadas (“lllumina”) e destinam-se unicamente a utilizagao
contratual por parte dos clientes relativamente a utilizagdo dos produtos descritos no presente documento e para nenhum outro fim. Este

documento e respetivo conteido ndo podem ser utilizados ou distribuidos para qualquer outro fim e/ou de outra forma transmitidos, divulgados ou

reproduzidos por qualquer via, seja de que natureza for, sem a autorizagéo prévia por escrito da lllumina. A lllumina ndo concede qualquer

licenga ao abrigo da sua patente, marca comercial, direito de autor ou direitos de jurisprudéncia nem direitos semelhantes de quaisquer terceiros

por via deste documento.

As instrugdes contidas neste documento tém de ser estrita e explicitamente seguidas por pessoal qualificado e com a devida formacgéao para
garantir a utilizagdo adequada e segura dos produtos aqui descritos. Todo o conteudo deste documento tem de ser integralmente lido e
compreendido antes da utilizagdo dos referidos produtos.

A NAO OBSERVANCIA DA RECOMENDAGAO PARA LER INTEGRALMENTE E SEGUIR EXPLICITAMENTE TODAS AS INSTRUGOES AQUI
CONTIDAS PODE RESULTAR EM DANOS NOS PRODUTOS, LESOES EM PESSOAS, INCLUINDO NOS UTILIZADORES OU OUTROS, E

EM DANOS MATERIAIS, E IRA ANULAR QUALQUER GARANTIA APLICAVEL AOS PRODUTOS.

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

© 2020 lllumina, Inc. Todos os direitos reservados.

Todas as marcas comerciais sao propriedade da lllumina, Inc. ou dos respetivos proprietarios. Para obter informacdes especificas sobre marcas

comerciais, consulte www.illumina.com/company/legal.html.
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Informacdes de contacto

ul Ce

lllumina

5200 lllumina Way Patrocinador australiano

San Diego, California 92122 EUA IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (fora da América do Norte) ec | rRep Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com lllumina Netherlands B. V. Australia

Freddy van Riemsdijkweg 15
5657 EE Eindhoven
Paises Baixos

Etiquetas do produto

Para uma referéncia completa aos simbolos que podem constar da embalagem e das etiquetas do produto, consulte a
chave de simbolos em support.illumina.com no separador Documentation and Literature (Documentagao e literatura)
do seu Kkit.
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