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INSTRUMENTO NOVASEQ 6000DX

Introducao

O instrumento NovaSeq 6000Dx inicia uma nova era para

o laboratdrio clinico. Capaz de gerar até 6 Th de dados

em menos de dois dias, ele oferece sequenciamento

de Ultima geragdo (NGS, next-generation sequencing)
potente e dimensionavel de alto rendimento em uma
plataforma regulamentada pela Administragao de Alimentos
e Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration)

e com a marca Conformité Européenne (CE) para aplicagdes
de diagndstico in vitro (IVD, in vitro diagnostic) (Figura 1).

O instrumento NovaSeq 6000Dx € compativel com a mais
recente solugao de preparagao de biblioteca de IVD da
lllumina para sequenciamento direcionado, o Illumina DNA
Prep with Enrichment Dx. Esse kit apresenta transpdsons
inovadores de marcac¢ao no bead para mediar uma reagao
normalizada. Quando combinado com uma Unica etapa

de hibridiza¢ao simplificada, o lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx oferece uma solucao rapida de preparagdo
e enriquecimento de bibliotecas para uso em IVD.

Esta nota de aplicagdo demonstra uma solugao de

DNA para dados que combina o lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx ao instrumento NovaSeq 6000Dx e andlise
secundéria em um servidor DRAGEN™ emparelhado

com o aplicativo lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.
Essa solugdo produz dados de sequenciamento de alta
qualidade e detecgao sensivel de variantes somaticas

e de linha genética.

Meéetodos
Preparagdao da amostra
Para a avaliagdo da detecgdo de variantes da linha genética,

o DNA gendmico (gDNA) foi extraido do CEPH/UTAH
Pedigree 1463 NA12877-NA12880 (Coriell Institute).

Para a avaliagdo da detecgdo de variantes somaticas,

o DNA foi extraido de tratamentos FFPE de NA12877
(Coriell Institute, N.° de Catdlogo GM12877) e NA12878
(Coriell Institute, N.° de Catdlogo GM12878) preparados
pela Horizon Diagnostics.

Preparagao da biblioteca

As bibliotecas foram preparadas com o Illlumina DNA Prep
with Enrichment Dx com base em 50 ng de DNA de entrada
para detecgdo de variantes somaticas e de linha genética.

Sequenciamento

As bibliotecas preparadas foram sequenciadas no
instrumento NovaSeq 6000Dx no Modo IVD usando uma
duragédo da leitura de 2 x 151 bp. A analise de dados com

o0 aplicativo DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx foi configurada como parte do planejamento da corrida
do sequenciamento com o lllumina Run Manager.

Analise de dados

Os dados de sequenciamento foram analisados usando

o aplicativo DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment
Dx no instrumento NovaSeq 6000Dx. A analise de dados
foi configurada como parte da configuragéo da corrida

do sequenciamento com o lllumina Run Manager e foi
iniciada automaticamente apds a concluséo da corrida

do sequenciamento, eliminando a necessidade de

pontos de contato manuais para iniciar a andlise apés

o sequenciamento (Figura 2).

Os tempos de corrida da analise foram calculados para as
laminas de fluxo S2 e S4 IVD e incluiram Conversédo BCL,
mapeamento/alinhamento e identificagcao de variantes,
tudo dentro do modulo de andlise DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx (Tabela 1).
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Figura 1: fluxo de trabalho de identificagdo de variantes: o instrumento NovaSeq 6000Dx faz parte de um fluxo de trabalho integrado
de trés etapas que inclui a preparacao da biblioteca, o sequenciamento de alto rendimento no modo IVD ou RUO e a andlise acelerada

de dados secundéarios com um servidor DRAGEN emparelhado.
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Figura 2: menos pontos de contato com a plataforma DRAGEN: os pipelines de analise alternativos exigem varios pontos de contato
manuais para executar a analise apds o sequenciamento. A plataforma DRAGEN automatiza muitas dessas etapas, reduzindo os pontos
de contato manuais para a configuragdo inicial da corrida do sequenciamento e a analise terciaria posterior.

Os arquivos FASTQ foram compactados com a DRAGEN
ORA Compression, uma opg¢ao que pode ser ativada no

modulo de andlise DRAGEN for lllumina DNA Prep with @ 254
Enrichment Dx, resultando em tamanhos de arquivo ~5x 2 21
vezes menores, transferéncias de arquivos mais rapidas g 204
e custos reduzidos de armazenamento de dados (Figura 3). b 151
o
B 10
Tabela 1: tempos de andlise no Servidor DRAGEN §
Parametro Lamina de Lamina de £
fluxo S2 fluxo S4 = 0
fastq.gz fastq.ora
. " . DRAGEN ORA Compression
Fluxo de trabalho Linha genética Somatica
Numgrq de amostrgs . . Figura 3: compactagao do'DRAGEN de arquivos FASTQ:
por lamina de fluxo a DRAGEN ORA Compression reduz o tamanho do arquivo
FASTQ em ~5,2 vezes. Média de 98 arquivos FASTQ executados
Tempo de andlise’ 4,3 horas 9,8 horas em uma lamina de fluxo S4 em fluxo de trabalho somatico.

a. Amostras de enriquecimento humano com um painel de enriquecimento
de 1,9 Mb.
b. Média em 8 corridas do sequenciamento.
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ReSU |tadOS « Porcentagem de identificagdes positivas: calculada
como o numero de observagdes com a variante
detectada dividido pelo numero total de observacdes

Identificacao de variantes altamente precisa : , PSETve
testadas, excluindo quaisquer observacgodes invalidas

e exata ; ;

ou aquelas filtradas como de baixa profundidade.
A preciséo da identificagédo de variantes foi medida por Foram obtidos dados de sequenciamento de alta qualidade,
varias métricas que avaliaram a precisdo da identificacao permitindo alta exatiddo e precisédo para a identificacao de
de variantes em relagdo a uma referéncia conhecida: variantes somaticas e de linha genética (Tabela 2, Tabela 3).

« Concordancia percentual positiva (PPA, positive

percent agreement): calculada como a proporgao Tabela 3: métricas de precisdo para detecgado
de locais classificados como variantes por um método de variantes
de referéncia que o ensaio informa corretamente.
« Concordancia percentual negativa (NPA, negative F'“éolge Métrica Resultado
trabalho

percent agreement): calculada como a proporgao de
locais classificados como tipo selvagem por um método

de referéncia que o ensaio informa corretamente. Porcentagem de 100%
identificagcdes negativas

« Concordancia percentual geral (OPA, overall percent Linha

agreement): calculada como a proporgdo de locais genetica
: ~ Porcentagem de 99 7%

co/rretamente relatados pelo ensaio em relagéo a um identificacoes positivas /%
método de referéncia.

« Porcentagem de identificagdes negativas: calculada Porcentagem de 100%
como o numero de observagdes que passam pela identificagbes negativas
referéncia como o resultado em uma posi¢do dividido Somatica
pelo numero total de observagdes testadas, excluindo Porcentagem de 99 2%
quaisquer observagdes invalidas ou aquelas filtradas identificagdes positivas e

como de baixa profundidade.

Tabela 2: métricas de precisdo para detecgdo de variantes somaticas e de linha genética

Resultado das

Critérios N.° de observagoes? observagdes® Resultado por corrida®
PPA para SNVs de linha genética 846 99,8 99,9
PPA para insergdes de linha genética 846 97,9 >99,9
PPA para delegdes de linha genética 846 96,9 99,9
ggﬁn%aa%éjr?é?if:%ao de variantes 846 99,9 99,9
ggﬁn%aarzgﬁé%%%ao de variantes 846 99,9 99,9
PPA para SNVs somaéticas 846 99,8 98,9
PPA para inser¢coes somaticas 846 100 100
PPA para delegdes somaticas 846 100 100
NPA para detecgéo de variantes somaticas 846 >99,9 >99,9
OPA para detecgdo de variantes somaticas 846 >99,9 >99,9

a. Calculado como o nimero de amostras por corrida (47) x nimero de corridas (18) = 846.
b. Menor valor observado por réplica de amostra em todas as 18 corridas.
c. Valor mais baixo quando os dados de cada corrida sdo analisados de forma agregada.
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Resumo

Esta nota de aplicagdo demonstra a precisdo e a eficiéncia
excepcionais de um fluxo de trabalho validado de DNA para
dados usando o lllumina DNA Prep with Enrichment Dx,

o instrumento NovaSeq 6000Dx e um servidor DRAGEN
emparelhado para identificagédo de variantes somaticas

e de linha genética.

Saiba mais

Instrumento NovaSeq 6000Dx, illumina.com/systems/
sequencing-platforms/novaseq-6000dx

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx, illumina.com/
products/by-type/ivd-products/dna-prep-enrichment-dx
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Declaracdes de uso pretendido

Uso pretendido do instrumento
NovaSeq 6000Dx (Unido Europeia/outros)

O instrumento NovaSeq 6000Dx destina-se ao
sequenciamento de bibliotecas de DNA quando usado
com ensaios de diagndstico in vitro (IVD). O instrumento
NovaSeq 6000Dx destina-se ao uso com reagentes

IVD especificos registrados, certificados ou aprovados
e software analitico.

Uso pretendido do instrumento
NovaSeq 6000Dx (Estados Unidos)

O instrumento NovaSeq 6000Dx destina-se ao
sequenciamento direcionado de bibliotecas de DNA
baseado em DNA gendmico humano extraido de
sangue total periférico ou de tecido fixado em formalina
e embebido em parafina (FFPE, formalin-fixed, paraffin-
embedded) quando usado com ensaios de diagndstico
in vitro (IVD). O instrumento NovaSeq 6000Dx ndo se
destina ao sequenciamento do genoma completo ou
inicial. O instrumento NovaSeq 6000Dx destina-se ao uso
com reagentes IVD especificos registrados, certificados
ou aprovados e software analitico.

lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
(UE/outros)

O Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx ¢ um conjunto

de reagentes e materiais de consumo usados para preparar
bibliotecas de amostras com base em DNA gendmico
derivado de células e tecidos humanos. Os painéis de
sondas fornecidos pelo usuéario sdo necessarios para

a preparagdo de bibliotecas direcionadas a regides
gendmicas especificas de interesse. As bibliotecas

de amostras geradas destinam-se ao uso em sistemas

de sequenciamento da lllumina.

[llumina DNA Prep with Enrichment Dx
(Estados Unidos)

O Illlumina DNA Prep with Enrichment Dx Kit € um conjunto
de reagentes e materiais de consumo usados para preparar
bibliotecas de amostras com base em DNA extraido de
sangue total periférico ou de tecido fixado em formalina

e embebido em parafina. Os painéis de sondas fornecidos
pelo usuario sdo necessarios para a preparagao de
bibliotecas direcionadas a regides gendmicas especificas
de interesse. As bibliotecas de amostras geradas
destinam-se ao uso em sistemas de sequenciamento

da lllumina.
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