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1. Visao geral
1.1 Principio

AlloSeq Tx é o nome da familia de produtos de sequenciagdo de genes-alvo, concebidos para auxiliar na determinagdo
da compatibilidade genética entre pacientes para transplante e potenciais dadores. O AlloSeq Tx utiliza a tecnologia de
captura hibrida para enriquecer os genes de interesse a partir da preparacao de uma biblioteca de genomas completos.
A tecnologia de captura hibrida, por oposicdo a técnicas de PCR de longo alcance tradicionais, oferece beneficios ao
nivel de fluxo de trabalho e flexibilidade de contetdos de gene/sequéncia varidveis sem necessidade de alterar os fluxos
de trabalho.

Os kits AlloSeq Tx incluem:

e Reagentes para preparar bibliotecas de genomas completos,
e Sondas biotiniladas complementares para captagdo de alvos de sequéncia e
e Reagentes para enriquecer os alvos capturados para sequenciagdo.

A sequenciacgdo é realizada num sequenciador lllumina (MiSeq, MiniSeq ou iSeq) e os dados de sequéncia resultantes
sdo emitidos em ficheiros fastq, que sdo importados para o software AlloSeq Assign® para auxiliar na genotipagem.

Este documento de Instrugdes de utilizagio descreve o procedimento para utilizagdo da familia de produtos CareDx
AlloSeq Tx. O conteudo de gene-alvo de cada produto AlloSeq Tx especifico é apresentado na tabela Conteudo de gene-
alvo abaixo.

Para auxiliar no processamento de amostras laboratoriais e na conservacgdo de registos, também sdo fornecidos livros
de trabalho do Excel acerca de cada processo. Os livros de trabalho auxiliam nos célculos dos volumes de reagentes e
na criagao de fichas de dados da amostra para a sequenciac¢do. Os livros de trabalho de suporte incluem:

Livro de trabalho de preparagdo de biblioteca CE IVD IFU095-1_AlloSeq Tx
Livro de trabalho de captura hibrida CE IVD IFU095-2_AlloSeq Tx

Livro de trabalho de sequenciagdo CE IVD IFU095-3_AlloSeq Tx

Livro de trabalho de pooling precoce CE IVD IFU095-5_AlloSeq Tx

Este documento refere duas opgdes de fluxo de trabalho: Fluxo de trabalho Original e fluxo de trabalho Pooling precoce.
O fluxo de trabalho Pooling precoce agrupa amostras imediatamente apds a indexa¢do num Unico tubo para todos os
passos subsequentes. No fluxo de trabalho Pooling precoce, a selecdo de fragmentos e purificagdo é feita no tubo ao
invés de ser feita na placa, bem como o passo de concentracdo opcional durante o processamento > 12
amostras/execucgdo. Este fluxo de trabalho permite ao utilizador conduzir as amostras até ao sequenciamento num
Unico turno de trabalho. Este fluxo de trabalho é adequado a laboratérios que ndo utilizam a automacéo e preferem
um protocolo com menos tempo de manipulagdo, menor utilizagdo de consumiveis e 46% menos passos de pipetagem
em comparacdo com o fluxo de trabalho original. O Livro de trabalho de pooling precoce CE IVD IFU095-5_AlloSeq Tx
deve ser utilizado em conjunto com o fluxo de trabalho Pooling precoce.

O formato baseado numa placa do fluxo de trabalho Original é adequado aos laboratdrios que optem por automatizar
este procedimento. O Livro de trabalho de preparagéo de biblioteca CE IVD IFU095-1_AlloSeq Tx, Livro de trabalho de
captura hibrida CE IVD IFU095-2_AlloSeq Tx e o Livro de trabalho de sequenciagdo CE IVD IFU095-3_AlloSeq Tx devem
ser utilizados em conjunto com o fluxo de trabalho Original.

O kit destina-se a uma utilizacdo por pessoal qualificado em laboratérios regulamentados. Os produtos devem ser
manuseados com a devida atencdo e cuidado. Recomendamos que todos os utilizadores leiam as Instrugdes de
utilizacdo na integra, nomeadamente, a secgao Seguranga, antes de iniciarem o procedimento. Os procedimentos para
utilizacdo do software AlloSeq Assign podem ser consultados nas Instrucdes de utilizagcdo do software AlloSeq Assign.
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1.2 Utilizagdo prevista

AlloSeq Tx é o nome da familia de produtos de sequencia¢do de genes-alvo, concebidos para auxiliar na determinagao
da compatibilidade genética entre pacientes para transplante e potenciais dadores; incluindo sondas para
enriquecimento direcionado de até 17 loci.

Os kits de tipagem AlloSeq Tx 17 sdo testes qualitativos para a tipagem de ADN de HLA-A, B, C, E, F, G, H, DRB1/3/4/5,
DQA1, DQB1, DPA1, DPB1, MICA e MICB, de modo a auxiliar na correspondéncia genética para transplante de érgaos
ou células estaminais.

Os kits de tipagem AlloSeq Tx 9 s&o testes qualitativos para a tipagem de ADN de HLA-A, B, C, DRB1/3/4/5, DQB1 e
DPB1, de modo a auxiliar na correspondéncia genética para transplante de érgaos ou células estaminais.

O produto destina-se a uma utilizagdo com sequenciadores Illumina MiSeq, MiniSeq e iSeq, em conjunto com o
software de interpretagdo AlloSeq Assign.

Este dispositivo destina-se a uma utilizacdo por pessoal devidamente qualificado, com conhecimentos acerca da
frequéncia dos tipos de HLA na sua populacdo, em laboratdrios devidamente regulados que realizem a tipagem de
tecidos (HLA) para doadores e recipientes compativeis para transplantagao.

Os produtos AlloSeq Tx destinam-se apenas a uma utilizagdo profissional e ndo podem ser utilizados como base
exclusiva para a tomada de decis@es clinicas. Os kits AlloSeq Tx ndo devem ser utilizados para diagndstico de doengas.

1.3 Conteudo de gene-alvo do AlloSeq Tx

Nome do Cadigo do produto Genes-alvo Tamanho do kit Capacidade de sequenciagao
produto
AlloSeq Tx 17 ASTX17.1(24)-IVD HLA-A, -B, -C, -E, -F, - | 24 preparagdes de | <24 amostras no MiSeq Micro Flowcell
AlloSeq Tx 17 | ASTX17.1(24)-B-IVD G, -H, -DRB1/3/4/5, - | biblioteca <6 amostras no MiSeq Nano Flowcell
DQA1, -DQB], - 4 enriquecimentos | <24 amostras no iSeq
DPA1, -DPB1, MICA e | (entre 6- <24 amostras no MiniSeq MidOutput
MICB 24 amostras por Flowcell
enriquecimento)
AlloSeq Tx 17 ASTX17.1(96)-A-IVD HLA-A, -B, -C, -E, -F, - | 96 preparagdes de | <96 amostras no MiSeq v2 Standard
AlloSeq Tx 17 | ASTX17.1(96)-B-IVD G, -H, -DRB1/3/4/5, - | biblioteca Flowcell
DQA1, -DQB], - 8 enriquecimentos | <24 amostras no MiSeq Micro Flowcell
DPA1, (entre 12- <6 amostras no MiSeq Nano Flowcell
-DPB1, MICA e MICB | 96 amostras por <48 amostras no iSeq
enriquecimento) <24 amostras no MiniSeq MidOutput
Flowcell
AlloSeq Tx 9 ASTX9.1(96)-A-IVD HLA-A, -B, -C, - 96 preparagGes de | <96 amostras no MiSeq Standard Flowcell
DRB1/3/4/5, -DQB1 biblioteca <24 amostras no MiSeq Micro Flowcell
e -DPB1 8 enriquecimentos | <6 amostras no MiSeq Nano Flowcell
(entre 12- <48 amostras no iSeq
96 amostras por <24 amostras no MiniSeq MidOutput
enriquecimento) Flowcell
AlloSeq Tx 9 ASTX9.1(96)-B-IVD

1.4 Conteudos do kit AlloSeq Tx e requisitos de armazenamento

Quando armazenados de acordo com as especificagdes de temperatura abaixo indicadas, os componentes do kit podem
ser utilizados até a data de validade indicada nas caixas exteriores do kit e toleram até 12 ciclos de congelamento-
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descongelamento. Apds a utilizagdo, os kits/componentes devem ser imediatamente armazenados nas condic¢des
corretas de armazenamento.

Estudos de estabilidade acelerada estdo ainda a ser realizados para avaliar a possibilidade de um aumento deste
intervalo temporal. Embora estejam a ser realizados testes de confirmagdo em tempo real, recomendamos vivamente
que estes kits NAO sejam utilizados além da sua data de validade.

Caixa de reagentes 1 de 5, armazenar a uma temperatura entre -15 e -25 °C

T ho/ti T. ho/ti
Quantidade ALTELL /LD Quantidade =
Reagente (24 testes) de tubo (96 testes) de tubo

(24 testes) (96 testes)
Tagmentation Beads 1 0.5mL 1 1.5mL
Tagmentation Buffer 1 0.5mL 1 1.5mL
PCR Mix-1 N/A N/A 1 5mL

Caixa de reagentes 2 de 5, armazenar a uma temperatura entre 15 e 30 °C

Quzrl:lda Tamanho/tip Quadr:|da Tamanho/tipo
Reagente (24 testes o de tubo (96 testes de tubo
) (24 testes) ) (96 testes)
Stop Buffer 1 1.5mL 2 2mL
Tagmentation Wash Buffer 2 5mL 1 50mL

Caixa de reagentes 3 de 5, armazenar a uma temperatura entre -15 e -25 °C

Quadr;tlda Tamanho/tip Qua(jr:nda Tamanho/tipo
Reagente (24 testes o de tubo (96 testes de tubo
) (24 testes) ) (96 testes)
! Placa de
AlloSeq Tx Index Primers conjunto Tubo FluidX 1 placa
(10x) 96 pogos

Caixa de reagentes 4 de 5, armazenar a uma temperatura entre -15 e -25 °C

Que:’r;tlda Tamanho/tip Qu;:;::lda Tamanho/tipo

Reagente (24 testes o de tubo (96 testes de tubo
) (24 testes) ) (96 testes)
Product Specific AlloSeq Tx Probes 1 0.5mL 1 0.5mL
PCR Mix 1 1.5mL N/A N/A

PCR Mix-2 N/A N/A 1 0.5mL
PCR Primers 1 0.5mL 1 0.5mL
Hybridisation Buffer 1 1 1,5 ml, conico ! 1',5 r.nl'
Cdnico

Capture Wash Buffer 4 1,5 rAnI, conico 8 1,5 rAnI, conico
ambar ambar
Capture Elution Buffer 1 1 0.5mL 1 0.5mL
2N NaOH 1 0.5mL 2 0.5mL

Caixa de reagentes 5 de 5, armazenar a uma temperatura entre 2 e 8 °C

Quantidade Tamanho/tipo Quantidade Tamanho/tipo
Reagente (24 testes) de tubo (96 testes) de tubo
(24 testes) (96 testes)
Purification Beads 1 5mL N/A N/A
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Purification Beads-1 N/A N/A 3 S5mL
Purification Beads-2 N/A N/A 1 0.5mL
Resuspension Buffer 2 1.5mL 2 5mL
Capture Beads 1 1.5mL 1 5mL
Hybridisation Buffer 2 1 0.5mL 1 0.5mL
Capture Elution Buffer 2 1 0.5mL 1 0.5mL

1.5 LimitacOes e contraindicacdes

e Recomendamos vivamente que estes kits sejam validados pelo utilizador antes da implementagdo em laboratério
utilizando amostras cujo gendtipo tenha sido determinado por outros procedimentos de base molecular.

e Recomendamos vivamente que o utilizador siga todas as instru¢Ges indicadas nos rétulos do produto. Ndo sdo
recomendados quaisquer desvios em relagdo ao procedimento descrito, pois podem ndo ser suportados e
resultar em erros de tipagem.

e Recomendamos um controlo positivo (ADN humano) e um controlo negativo (utilizando dgua esterilizada em vez
de ADN) que seja incluido em cada execucgdo de preparacgdo de biblioteca. O controlo positivo tem de produzir uma
biblioteca quantificavel (medida por Qubit ou por métricas de cobertura de sequenciagdo) e a sequéncia resultante
tem de ser concordante com o gendtipo esperado da amostra. Ndo pode existir uma biblioteca quantificavel
(medida por Qubit ou comunicada como Baixa cobertura no Assign) no controlo de modelo negativo para cada
experiéncia. Se for produzida uma biblioteca quantificavel para o controlo de modelo negativo, a execugdo tem de
ser repetida.

e O ensaio AlloSeq Tx sequencia fragmentos de ADN com um tamanho de inser¢cdo médio de 500 bp, o que significa

que polimorfismos com um distanciamento superior a 500 bp ndo podem ser faseados, o que pode resultar em
ambiguidades heterozigdticas.

1.6 Requisitos para as amostras

ADN gendmico humano peso molecular de elevado (suspenso em tampdo Tris/EDTA e 0D260/280> 1,8) extraido de
amostras de sangue anticoagulado ACD ou EDTA. NAO utilize amostras de sangue com heparina. Este método também
pode ser utilizado com exsudado bucal de ADN.

Importante: Todas as referéncias a exsudado bucal de ADN neste documento destinam-se apenas a uma utilizagdo para
investigacdo. O exsudado bucal de ADN nao foi validado com este método para utilizagdo para diagnéstico.

1.7 Substancias interferentes

A CareDx Pty Ltd identificou todas as substancias interferentes potenciais conhecidas que podem ter um impacto no
teste. Consulte a tabela abaixo.

Inibidor Fonte potencial Risco Comentarios
EDTA Tampado TE, tubos de Muito Ressuspenda o ADN em Tris-HCl pH8 ou TE com <1 mM
colheita de sangue baixo EDTA. Utilize kits de preparacao de ADN de sangue
comerciais e/ou evite tubos de colheita de sangue EDTA
Alcoois Etanol, isopropanol, Baixo Certifique-se de que os pellets ou esferas de ADN sdo
alcool isoamilico secados ao ar e inspecionados visualmente quanto a

goticulas de etanol (1% etanol = 1,25 ul 80% etanol numa
reacdo PCR de 100 ul). Existem multiplos passos de lavagem
de etanol a 80% no protocolo AlloSeq Tx, tornando a inibigao
devido a transferéncia de etanol um risco baixo, mas
ligeiramente mais elevado do que o risco de outros fatores.
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Inibidor Fonte potencial Risco Comentarios
Sais em excesso KCI, NaCl, CsCl, NaAc Muito | Assegure uma boa lavagem dos pellets ou esferas de ADN
baixo com etanol a 80%. Assegure que o OD 260/230 para ADN
gendmico inicial é ~2
Sais caotrépicos Cl de guanidinio; Muito | Assegure uma boa lavagem dos pellets ou esferas de ADN
MgCL2; ureia baixo com etanol a 80%. Assegure que o OD 260/230 para ADN
gendmico inicial é ~2
Fenol:cloroférmio Transferéncia organica Muito | Um componente do amplamente utilizado procedimento
baixo comercial de extracdo de ADN Trizol. Assegure uma boa
lavagem dos pellets ou esferas de ADN com etanol a 80%.
Assegure que o OD 260/230 para ADN gendmico inicial é ~2
Proteinas BSA, PEG, albumina de Muito Utilize kits de preparacdo de ADN de sangue comerciais.
sangue baixo Assegure que o OD 260/280 para ADN gendémico inicial é
>1,8
Heme, Sangue Muito Evite utilizar amostras de sangue com hemolise exagerada.
hemoglobina, baixo Utilize kits de preparacdao de ADN de sangue comerciais.
imunoglobulinas Assegure que o OD 260/280 para ADN gendmico inicial é
>1,8
Detergentes/DDT Desoxicolato de sddio, Muito | Assegure uma boa lavagem dos pellets ou esferas de ADN
sarcosil, SDS, NP40, baixo com etanol a 80%. Assegure que o OD 260/230 para ADN
Tween 20, Triton X-100, gendmico inicial é ~2
N-octilglucésido
Proteases Proteinase K, Muito | Utilize kits de preparagdo de ADN de sangue ou saliva
tratamento de amostra baixo comerciais. Use sempre luvas
Nucleases Tratamento de amostra, Muito Utilize kits de preparacao de ADN de sangue comerciais. Use
enzimas de restricao, baixo sempre luvas
nuclease microcécica
ADN exdégeno/ARN | Transferéncia, Muito | Prepare o ADN gendmico numa area pré-PCR dedicada
contaminagdo baixo
Transportadores ARN, heparina, Muito | Utilize kits de preparagdo de ADN de sangue comerciais e/ou
glicogénio baixo evite tubos de colheita de sangue com heparina
IGes de metal em Mg2+ de tampdo de Muito | Assegure uma boa lavagem dos pellets ou esferas de ADN
excesso PCR, iGes Fe baixo com etanol a 80%. Assegure que o OD 260/230 para ADN
gendmico inicial é ~2
Medicamentos Sangue Muito Utilize kits de preparacdao de ADN de sangue comerciais.
antivirais (por ex., baixo Assegure que o OD 260/280 para ADN gendmico inicial é
aciclovir) >1,8
Pé de luvas Luvas com pé Muito | Use luvas sem po
baixo
Tubos PCR sujeitos | Tubos PCR com Muito | Evite o tratamento UV de artigos em plastico
a radiagdo UV tratamento UV baixo
Biotina De farmacos que Muito | Existem numerosas lavagens de purificagdo entre a colheita
interagem com baixo de amostra e o passo de captura hibrida no protocolo que

estreptavidina

permitem a remogao das moléculas de biotina.
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Inibidor Fonte potencial Risco Comentarios

No caso de um ensaio de captura hibrida, a presenga de
biotina (improvavel, conforme referido acima) ndo origina
um resultado erréneo. Pode provocar uma redugdo da
eficiéncia do enriquecimento, o que seria detetado como um
baixo desempenho de enriquecimento ou ndo produziria
qualquer resultado.

1.8 Caracteristicas de desempenho

O desempenho do ensaio foi avaliado utilizando um painel de amostras de ADN com gendtipos conhecidos, incluindo
amostras de controlo internas da CareDx, amostras da International Histocompatibility Workshop (IHW) HLA Reference
Standards e amostras obtidas da International HLA DNA Exchange, Universidade da Califérnia, Los Angeles (UCLA). O
desempenho de preparagdo de biblioteca, enriquecimento e sequenciagdo foi avaliado de acordo com critérios de
aceitacao definidos.

1.9 Precisao

O produto AlloSeq Tx, em conjunto com o software AlloSeq Assign, foi concebido para cumprir a norma da ASHI
(Sociedade Americana de Histocompatibilidade e Imunogenética), assim como a norma da EFI (Federagdo Europeia de
Imunogenética) para tipagem HLA.

Nos estudos de verificagdo e validacdo, o produto AlloSeq Tx, em conjunto com AlloSeq Assign, foi utilizado para avaliar
a concordancia de genotipagem com amostras tipadas através de um método alternativo. As amostras de controlo
interno foram tipadas utilizando tipagem baseada em sequéncias (SBT). As amostras de repositérios reconhecidos
internacionalmente da IHW e UCLA foram utilizadas como parte dos estudos de verificagao e foram tipadas utilizando
varios métodos, incluindo SBT, SSP e SSO. Estas sdo amostras de ADN caracterizadas que representam os alelos de HLA
mais prevalecentes e alelos raros selecionados.

Resumo do resultado obtido através dos estudos de verificacdo e validacdo:

METRICA PAINEL TAMANHO DO PAINEL (n) RESULTADO

Concordancia de

] Interna 190 100%
genotipagem
Concordancia de

. UCLA 24 98,12%
genotipagem
C danciad

onco.r ancia de IHW 48 98,06%

genotipagem
Concordancia de .

. Locais de teste beta 124 99,54%
genotipagem
Concordancia total/geral 99,49%

Em todos os casos de discordancia observados nos estudos de verificagdo/validacdo, estima-se que a discordancia esta
relacionada com limitagdes do método ou tecnologia de tipagem anterior.

1.10 Especificidade

A especificidade no contexto dos ensaios AlloSeq Tx descreve a percentagem de leituras de sequéncia (representando
fragmentos de ADN capturados pelo ensaio) que fazem o mapeamento para loci que nao os loci alvo. Todos os ensaios
de tipagem HLA baseados em alguma forma de hibridacdo entre o ADN gendmico e os reagentes de sequéncia de
oligonucledtido, independentemente de serem ensaios de PCR ou ensaios de captura hibrida, terdo o elemento de
“auséncia” de especificidade. Isto resulta do facto de muitos genes no genoma humano fazerem parte de familias

Pagina 8 de 54 Para utilizagdo em diagndstico in-vitro




multigene. Os genes HLA ndo sdo diferentes. HLA-A, -B, e -C fazem parte da familia de genes HLA classe 1. Contudo,
além dos genes bem conhecidos, existem pseudogenes HLA e fragmentos de gene e possiveis genes funcionais ndo
descritos que sdo suscetiveis de serem capturados pelas caracteristicas de especificidade inerente dos ensaios de
captura hibrida. O nimero completo desses genes ndo é conhecido, mas varia entre genomas de individuos diferentes.

Para o AlloSeq Tx, a especificidade é capturada através de “leituras fora do alvo”. O objetivo do ensaio AlloSeq Tx é
obter um nivel de especificidade pelo qual:

1. As leituras n3o especificas NAO resultam em leituras de alvo demasiado baixas em nimero para a realiza¢do de uma
genotipagem correta,

2. As leituras n3o especificas NAO contribuem para a sequéncia de consenso dos loci alvo,
3. Uma alta especificidade compromete a sensibilidade e algumas regiGes dos alelos ndo sdo capturadas.

O AlloSeq Assign consegue identificar leituras ndo especificas ou fora do alvo e representa-as relativamente ao nimero
total de leituras capturadas. Estes dados sdo utilizados como métrica de controlo de qualidade para o desempenho do
ensaio. Uma especificidade demasiado alta ou demasiado baixa pode indicar temperaturas e tempos de hibridacdo
incorretos e problemas de qualidade do reagente e da sonda.

Os dados de verificagdo revelaram que uma especificidade tdo baixa quanto 12% nao tem impacto no ensaio, enquanto
os valores de especificidade tipicos situam-se no intervalo de 64 e 92%. Uma especificidade completa é improvavel e
seria um indicador de potenciais problemas de qualidade. Apesar de a estratégia de concec¢do da sonda reduzir a
probabilidade de alelos em falta, o paradigma sensibilidade vs. especificidade permanece vélido. Ou seja, uma certa
reducdo de especificidade garantira sensibilidade completa e alelos completos, e inclusivamente os alelos novos serdo
sequenciados com sucesso.

1.11 Reprodutibilidade e repetibilidade

O produto AlloSeq Tx, em conjunto com o software AlloSeq Assign, demonstrou oferecer resultados equivalentes em
diferentes lotes, num estudo de verificacdo lote a lote, e em diferentes laboratérios, com diferentes utilizadores e
instrumentos, o que foi comprovado num processo de verificagdo e validagdo realizado em quatro locais externos. O
produto AlloSeq Tx demonstrou oferecer resultados equivalentes para a mesma amostra em execugdes repetidas.

1.12 Limite de detecao

A quantidade recomendada de ADN gendmico humano de elevado peso molecular é de 100-1000 ng. Os testes internos
demonstraram que também podem ser utilizadas amostras com introdugao de ADN tdo reduzida quanto 50 ng. Os
genotipos corretos também foram obtidos a partir de ADN de ma qualidade ou baixa.

1.13 Pressupostos

e Os instrumentos tém de ser corretamente calibrados e conservados, de acordo com um plano de manutengao,
conforme necessario.

e Procedimentos operativos normalizados (SOP) estdo implementados e sdo controlados.

e O kit é utilizado por pessoal de laboratdrio qualificado e autorizado

e Os reagentes sao utilizados dentro dos prazos de validade indicados.

e NAO s3o utilizados em conjunto reagentes de diferentes lotes de kit. Isto pode afetar o desempenho do kit

e Apenas sdo utilizados os reagentes registados neste documento como nao incluidos, mas necessarios.

e E tomado especial cuidado para evitar uma contaminacéo cruzada de amostras de ADN ou misturas de amostras

¢ E tomado especial cuidado em todas as fases para evitar derrames

e Os manuais fornecidos pelo fabricante sdo utilizados em conjunto com este documento
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1.14 Seguranca

Siga as praticas gerais de seguranca de laboratorio e praticas de prevenc¢do de contaminacdo de sala assética quando
realizar este procedimento. Através do processo de gestdo de riscos da CareDx Pty Ltd, todos os riscos foram mitigados
até um limite aceitdvel. As instrucGes de utilizacdo devem ser seguidas, incluindo os manuais fornecidos, para evitar
cendrios de utilizagdo perigosos. Neste kit, estdo presentes materiais perigosos. Consulte as Fichas de dados de
seguranga e tome todas as precaucdes necessarias durante o manuseamento e a eliminagdo.

COMPONENTE DO
KIT

SiIMBOLO/PICTOGRAMAS

AVISO DE SEGURANCA

TAGMENTATION

BUFFER
Contém N,N-
Dimetilformamida

Palavra de sinalizacao:
Perigo

Declaragdes de perigo:

H319 - Provoca irritagdo ocular grave

H332 — Nocivo por inalagao

H350 — Pode provocar cancro

H360 — Pode afetar a fertilidade ou o nascituro

Recomendagdes de prudéncia — UE (§28, 1272/2008)

P201 — Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo

P202 — Ndo manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as
precaugOes de seguranga

P261 — Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois
P270 — Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto
P280 — Usar luvas de protegdo/vestuario de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial

P264 — Lavar o rosto, as maos e toda a pele exposta cuidadosamente apds
manuseamento

P272 — A roupa de trabalho contaminada nao pode sair do local de
trabalho

P308 + P313 — EM CASO DE exposi¢do ou suspeita de exposi¢do: Consultar
um médico

P304 + P340 — EM CASO DE INALAGCAO: Retirar a pessoa para uma zona ao
ar livre e manté-la numa posicdo que nao dificulte a respiracado

P313 — Consultar um médico

P305 + P351 + P338 — SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
Enxaguar cuidadosamente com agua durante vdrios minutos. Se usar
lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar
P337 + P313 —Se a irritagdo ocular persistir: Consultar um médico

P405 — Armazenar em local fechado a chave

P501 — Eliminar o contetdo/recipiente num local de eliminagio de
residuos aprovado

PCR MIX
Contém cloreto de
tetrametilamodnio

SO SO

Palavra de sinalizacao
Perigo

Declaragdes de perigo

H302 — Nocivo por ingestao

H371 — Pode afetar os 6rgdos

H412 — Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros

Recomendagdes de prudéncia — UE (§28, 1272/2008)

P260 — N&o respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois
P270 — Ndo comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto
P280 — Usar luvas de protegdo/vestuario de prote¢do/protegdo
ocular/protegdo facial

P264 — Lavar o rosto, as maos e toda a pele exposta cuidadosamente apds
manuseamento
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COMPONENTE DO
KIT

SiMBOLO/PICTOGRAMAS

AVISO DE SEGURANCA

P272 — A roupa de trabalho contaminada ndo pode sair do local de
trabalho

P273 — Evitar a libertagdo para o ambiente

P308 + P313 — EM CASO DE exposigdo ou suspeita de exposi¢ao: Consultar
um médico

P301 + P312 — EM CASO DE INGESTAO: Caso sinta indisposi¢do, contacte
um CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS ou um médico

P330 — Enxaguar a boca

P405 — Armazenar em local fechado a chave

P501 — Eliminar o contetdo/recipiente num local de eliminacéo de
residuos aprovado

2N NaOH
Contém hidroxido de
sédio

Palavra de sinalizacdo
Perigo

Declaragdes de perigo
H314 — Provoca queimaduras na pele e lesGes oculares graves
H318 — Provoca lesdes oculares graves

Recomendagdes de prudéncia — UE (§28, 1272/2008)

P260 — N3o respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois
P264 — Lavar o rosto, as maos e toda a pele exposta cuidadosamente apds
manuseamento

P280 — Usar luvas de protec¢do/vestuario de prote¢do/protecdo
ocular/protecéo facial

P301 + P330 + P331 — EM CASO DE INGESTAO: enxaguar a boca. NAO
provocar o vomito

P303 + P361 + P353 — SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou 0
cabelo): Retirar imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a
pele com dgua/tomar um duche

P363 — Lavar a roupa contaminada antes de a voltar a usar

P310 — Contactar imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico

P304 + P340 — EM CASO DE INALAGCAO: Retirar a pessoa para uma zona ao
ar livre e manté-la numa posicdo que nao dificulte a respiracado

P305 + P351 + P338 —SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
Enxaguar cuidadosamente com agua durante vdrios minutos. Se usar
lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar
P405 — Armazenar em local fechado a chave

P501 — Eliminar o contetdo/recipiente de acordo com os regulamentos
locais, regionais, nacionais e internacionais aplicaveis

CAPTURE BEADS
Contém formamida

Palavra de sinalizacao
Perigo

Declaracdes de perigo
H351 — Suspeito de provocar cancro

H360 — Pode afetar a fertilidade ou o nascituro
H373 — Pode afetar os érgaos apds exposi¢cdo prolongada ou repetida

Recomendacdes de prudéncia — UE (§28, 1272/2008)

P201 — Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo

P202 — Ndo manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as
precaugdes de segurancga

P260 — N3o respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois
P270 — Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto
P280 — Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/prote¢do
ocular/protegdo facial

P264 — Lavar o rosto, as maos e toda a pele exposta cuidadosamente apds
manuseamento
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COMPONENTE DO SIMBOLO/PICTOGRAMAS | AVISO DE SEGURANGA
KIT

P272 — A roupa de trabalho contaminada ndo pode sair do local de
trabalho

P308 + P313 — EM CASO DE exposigdo ou suspeita de exposi¢do: Consultar
um médico

P405 — Armazenar em local fechado a chave

P501 — Eliminar o contetdo/recipiente num local de eliminacéo de
residuos aprovado

HYBRIDISATION Palavra de sinalizagao
BUFFER 1 Perigo

Contém formamida
Declaracdes de perigo

H351 — Suspeito de provocar cancro

H360 — Pode afetar a fertilidade ou o nascituro

Recomendacdes de prudéncia — UE (§28, 1272/2008)

P201 — Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo

P202 — Ndo manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as
precaugdes de seguranca

P261 — Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois
P270 — Nao comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto
P280 — Usar luvas de protec¢do/vestuario de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial

P264 — Lavar o rosto, as maos e toda a pele exposta cuidadosamente apds
manuseamento

P272 — A roupa de trabalho contaminada ndo pode sair do local de
trabalho

P308 + P313 — EM CASO DE exposi¢ao ou suspeita de exposi¢ao: Consultar
um médico

P405 — Armazenar em local fechado a chave

P501 — Eliminar o contetdo/recipiente num local de eliminagdo de residuos

aprovado
STOP BUFFER Palavra de sinalizagdo
Contém dodecilsulfato Aviso

de sédio
Declaracdes de perigo
H319 - Provoca irritagdo ocular grave

Recomendacdes de prudéncia — UE (§28, 1272/2008)

P264 — Lavar o rosto, as maos e toda a pele exposta cuidadosamente apds
manuseamento

P280 — Usar luvas de protecdo/vestuario de prote¢do/protecdo
ocular/protecdo facial

P305 + P351 + P338 — SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS:
Enxaguar cuidadosamente com agua durante vdrios minutos. Se usar
lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel.

Continue a enxaguar

P337 + P313 —Se a irritagdo ocular persistir: Consultar um médico

NOTA: o componente “Purification Beads” contém azida de sddio (<0,1%), numa concentragdo que ndo é considerada
perigosa, de acordo com a Diretiva CE 1272/2008 (CRE/GHS), as Diretivas CE 1999/45/CE e 67/548/CEE ou US-OSHA
(HCS 29 CFR 1910.1200) e UN GHS.

Para obter informacgdes adicionais sobre todos os materiais perigosos presentes no kit AlloSeq Tx, consulte a Ficha de
dados de seguranga TEC478_AlloSeq Tx em http://www.caredx.com.
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2. Preparacao de biblioteca (fluxo de trabalho
Pooling precoce)

2.0 Introduc¢do ao protocolo

e Siga o protocolo AlloSeq Tx abaixo pela ordem indicada utilizando os parametros especificados.

e Antes de continuar, confirme os conteudos do kit e certifique-se de que estd presente o equipamento e os
consumiveis necessarios.

e Para maior facilidade de utilizagdo, os passos do protocolo para a Preparagdo de biblioteca também sdo descritos
detalhadamente no Livro de trabalho de pooling precoce CE IVD IFU095-5_AlloSeq Tx. As referéncias ao livro de
trabalho constantes no Capitulo 2 dizem respeito a este livro de trabalho.

2.1 Preparacdao da amostra

1. Introduza um ID de experiéncia, descri¢do, operador e data no livro de trabalho.
Selecione o conjunto de sonda AlloSeq a ser utilizado na experiéncia a partir do menu pendente do livro de
trabalho.

3.  Selecione o tipo de sequenciador a ser utilizado a partir do menu pendente do livro de trabalho. Uma vez
selecionado o tipo de sequenciador, o livro de trabalho apresenta as instrugdes de sequenciagado.

4.  Introduza o ID das amostras a serem testadas na sec¢do amarela do modelo de placa no livro de trabalho, de
acordo com a configuragdo pretendida.

NOTA: s6 podem ser introduzidos carateres alfanuméricos. Os IDs de amostra duplicados serdo assinalados a
vermelho para serem corrigidos pelo utilizador. O software do sequenciador exige que haja apenas um ID de amostra
por execuc¢do. Ndo introduza qualquer informagdo para pogos que nao irdo conter qualquer amostra.

5.  Selecione o conjunto de indice pretendido a partir da caixa pendente laranja por baixo de Modelo de placa.

6.  Sefor necessdrio e estiver a utilizar o formato de indice tubular, a ordem do indice i7 pode ser alterada;
selecione o indice i7 alternativo a ser utilizado a partir das opg¢des da lista pendente para a coluna necessaria.
Caso sejam selecionados indices i7 duplicados, as células serdo assinaladas a vermelho para serem corrigidas
pelo utilizador.

7.  Sefor necessario e estiver a utilizar o formato de indice tubular, a ordem do indice i5 pode ser alterada;
selecione o indice i5 a ser utilizado a partir das op¢des da lista pendente para a linha necessaria. Caso sejam
selecionados indices i5 duplicados, as células serdo assinaladas a vermelho para serem corrigidas pelo utilizador.

8. Uma vez completadas todas as a¢des acima, clique no separador 1.2 SampleSheet e reveja. Serd utilizado texto a
vermelho para assinalar os locais onde ainda é necessario introduzir informacgao. Se nado for apresentado texto a
vermelho, o separador SampleSheet pode ser guardado como CSV (delimitado por virgulas) (*.csv). Guarde o
ficheiro como “SampleSheet.csv”. No formato CSV, sé o separador ativo é guardado. Abra o ficheiro
SampleSheet.csv guardado no Excel e elimine quaisquer linhas vazias na tabela [Dados], ou seja, quaisquer
linhas entre 22 e 117 que ndo incluam informagdo da amostra. Apds fazer isto, guarde o ficheiro. A Ficha de
dados da amostra estad pronta para ser importada para o sequenciador lllumina.

2.2 Preparagao da biblioteca

1. Relna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
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Reagente Condigoes de Volume por | Preparacdo necessaria
armazenamento | amostra (uL)
. -15°Ca-25°C Coloque a temperatura
Tagmentation Buffer 10 .
CAIXA 1 ambiente.
15°Ca 30°C ~
. . . Nenhuma preparag¢do
Agua esterilizada Fornecido pelo 30 .
- necessaria.
utilizador
Coloque a temperatura
, -15°Ca-25°C )
Tagmentation Beads 10 ambiente durante, pelo
CAIXA 1 .
menos, 30 minutos.
15°Ca 30°C Nenhuma preparagdo
Stop Buffer 10 b preparag
CAIXA 2 necessaria.
15°Ca 30°C Nenhuma preparagdo
Tagmentation Wash Buffer 300 . preparac
CAIXA 2 necessaria.
Descongele e mantenha em
-15°Ca-25°C
gelo.
. . . CAIXA 4 (ou )
PCR Mix (ou PCR Mix-1 para kit de 96) . 20 Armazene novamente apoés a
Caixa 1 para PCR L
. utilizagdo para os passos
Mix-1)
subsequentes.
indices:
ASTX17.1(24)-IVD: H503, H505, H506, H517,
H705, H706, H707, H710, H711, H714
ASTX17.1(24)-B-1VD: H502, H507, H508, H521,
H701, H702, H703, H704, H712, H715
ASTX17.1(96)-A-IVD/ASTX9.1(96)-A-IVD: H503,
-15°Ca-25°C Descongele e mantenha em
H505, H506, H517, H502, H507, H508, H521, Total de 10
CAIXA 3 gelo.

H705, H706, H707, H710, H711, H714, H701,
H702, H703, H704, H712, H715
ASTX17.1(96)-B-IVD/ASTX9.1(96)-B-IVD: H510,
H511, H513, H522, H515, H516, H518, H520,
H716, H718, H719, H720, H721, H722, H723,
H724, H726, H727, H728, H729

2.
3.

Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
ReuUna a placa de 96 pocos, o Microseal B e os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml.

NOTA: ndo existe um ponto de paragem segura até ao PCR de indexagdo. O processo demora aproximadamente
1:50 horas (incluindo 50 min. de termociclagem de PCR).

4.

uma placa PCR de acordo com o modelo de placa da folha 1.0 Sample_Prep.

20 pL de dgua esterilizada e 10 pL de Tagmentation Beads.

Sele a placa com o Microseal B.

Prepare a mistura master com um vértice e, em seguida, centrifugue.

0. Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 1 minuto.

1. Inspecione visualmente a placa:
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Prepare uma mistura master de tagmentagao de 40 uL por amostra utilizando 10 puL de Tagmentation Buffer,

Efetue a pipetagem de 40 uL de mistura master de tagmenta¢ao em cada pogo com uma amostra de ADN.

Centrifugue a placa a 100 x g durante 10 segundos para recolher todos os reagentes no fundo do pocgo.
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a) Se as esferas ndo estiverem distribuidas de forma homogénea no poco, repita a agitacdo de acordo com o
passo 10.

b) Se o material ndo estiver no fundo do poco ou tiver salpicado para o Microseal B, centrifugue e repita a
agitacdo de acordo com o passo 10.

12. Coloque a placa no termociclador e execute o programa de tagmentagdo utilizando a tampa aquecida a 105 °Ce
um volume de reagao de 50 pL:

Temperatura Tempo
55 °C 5 minutos
10°C 2 minutos

13. Quando o programa terminar, retire imediatamente a placa do termociclador e deixe a temperatura ambiente
durante 2 minutos.

14. Retire o Microseal B.

15. Adicione 10 pL de Stop Buffer a cada pogo de reagéo.

16. Sele novamente a placa com um novo Microseal B.

17. Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 1 minuto.

18. Incube a placa durante 5 minutos adicionais a temperatura ambiente.

19. Durante a incubacéo, retire o PCR Mix e os indices do congelador para descongelarem e, em seguida, coloque
numa prateleira de gelo/fria.

20. Inspecione visualmente a placa e, se o material ndo estiver no fundo do pogo ou tiver salpicado para o
Microseal B, centrifugue a placa.

21. Lave trés vezes com o Tagmentation Wash Buffer, conforme descrito abaixo:
a) Remova o Microseal B e coloque a placa no Magnetic Stand-96 durante 30 segundos, deixando as esferas
agruparem-se nos pogos junto ao iman.
b) Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas nos pogos junto ao iman.
c) Adicione lentamente 100 pL de Tagmentation Wash Buffer em cada pogo.
d) Sele novamente a placa com um novo Microseal B. Assegure que o Microseal adere corretamente.
e) Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente.
f) CUIDADO: Se as amostras tiverem salpicado para o vedante, centrifugue a 100 x g durante 10 s antes de
remover o selo,
g) Repita os passos a) a f) mais duas vezes, num total de 3 lavagens.

NOTA: antes de eliminar o sobrenadante da terceira lavagem, prepare a mistura de PCR master conforme descrito
abaixo.

22. Prepare uma mistura de PCR master de 40 pL utilizando 20 pL de agua esterilizada e 20 pL de PCR Mix. (ou PCR
Mix-1 se utilizar kits de 96 testes).

NOTA: o PCR Mix é utilizado para os passos subsequentes no protocolo. Ndo deite fora este frasco.

23. Remova o Microseal B e coloque a placa no Magnetic Stand-96 durante 30 segundos, deixando as esferas
agruparem-se nos pogos junto ao iman.

24. Utilizando uma pipeta configurada para 100 pL, aspire e elimine o sobrenadante da Tagmentation Wash final.

25. Retire a placa do suporte magnético.

26. Adicione 40 pL da mistura de PCR master a cada pogo.

27. Sele a placa com o Microseal B.

28. Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente.

29. Centrifugue a placa a 100 x g durante 10 segundos para garantir que todas as esferas sdo suspensas na mistura
de PCR master.
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Para tubos de indice (T),

Para

34.
35.
36.

37.

30. (T) Homogeneize por vértice e centrifugue os tubos de indice para garantir que todo o volume se encontra
no fundo do tubo.

31. (T) Retire o Microseal B da placa de amostra.

32. (T) Adicione 5 pL do indice i7 a cada pogo, de acordo com o esquema de placa da folha 1.0 Sample_Prep.

33.(T) Adicione 5 pL do indice i5 a cada pogo, de acordo com o esquema de placa da folha 1.0 Sample_Prep.

Retome o passo 34.

placa de indice (P),

30. (P) Utilize um agitador de placa para misturar a placa de indice a 1800 rpm durante 1 minuto.

31. (P) Centrifugue a placa de indice a 100 x g durante 10 segundos para garantir que todo o volume se encontra
no fundo do pocgo.

32. (P) Retire o Microseal B da placa de amostra.

33. (P) Confirme a orientagdo correta da placa e o conjunto de indice correto. Nao remova o vedante de
pelicula. Perfure o vedante de pelicula da placa de indice com uma ponta. Com uma nova ponta, transfira 10 pL
dos indices combinados da placa de indice para cada pogo de amostra, de acordo com o esquema de placa da
folha 1.0 Sample_Prep.

Retome o passo 34.

Sele com um novo Microseal B.

Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugue a placa a 100 x g durante 10 segundos para recolher todos os reagentes no fundo do poco.
Inspecione visualmente para garantir que as esferas continuam distribuidas de forma homogénea na solugdo. Se
as esferas ndo estiverem distribuidas de forma homogénea, repita a agitacdo de acordo com o passo 35.
Coloque a placa no termociclador, execute o programa de PCR de indexagao utilizando a tampa aquecida a

105 °C e um volume de reacdo de 50 pL:

# Passo Temperatura Tempo Numero de ciclos
1 Preenchimento 1

de intervalo 72°C 3 minutos
) Desnaturagao 1

inicial 98°C 3 minutos

3 Desnaturagao 98°C 20 segundos
4 Hibridagdo 60°C 30 segundos 9
5 Extensao 72°C 3 minutos
6 Extensdo final 72°C 3 minutos 1
7 Fixacdo final 10°C Fixacdo 1

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °Ce -25 °C

durante 1 semana, no maximo.

NOTA: se avancar imediatamente para a selecdo de tamanho e purificacdo, assegure de que as Purification Beads sdo

colocadas a temperatura ambiente antes da utilizagdo.

2.3 Selecao de tamanho e purificacao

1.

Para um rendimento e uma sele¢do de tamanho ideais, o volume da amostra, das esferas e do sobrenadante
varia de acordo com o tamanho da execucdo. A tabela abaixo indica os volumes testados para o intervalo
especificado de amostras por execugao.
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) 6-24 25-48 49 - 96
Volumes de reagentes para calculos Amostras/pool amostras/pool | amostras/pool
N.2 de amostras a serem agrupadas (max. listado para 24 48 96
intervalos)
Volume de biblioteca a ser agrupado por amostra (uL) 10 5 2.5
Volume de esferas diluidas por amostra (uL) 50 25 12.5
Volume de transferéncia de sobrenadante por 55 27.5 13.75
amostra (uL)
Volume de esferas simples por amostra, passo 8 (L) 4.4 2.2 1.1

2.  Relna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
CondigGes de Volume por - -
Reagente Preparacao necessaria
armazenamento | amostra (pL)
Purification Beads Coloque a temperatura ambiente durante, pelo menos,
(Purification Beads — 2°Ca8°C 30 minutos.
. 24.7 , R
1 para kits de CAIXA 5 Armazene novamente apds a utilizacdo para os passos
96 testes) subsequentes.
15°Ca 30°C
Agua esterilizada Fornecido pelo Variado Nenhuma preparagdo necessaria.
utilizador
15°Ca 30°C
Etanol 100% Fornecido pelo 1920 Prepare etanol 80%, conforme descrito abaixo.
utilizador
2°C 2 8°C Coloque a temperatura ambiente.
Resuspension Buffer CAIXA 5 Variado Armazene novamente apds a utilizacdo para os passos
subsequentes.

3. Prepare as Purification Beads diluidas com Purification Beads e agua esterilizada utilizando os volumes
calculados no Livro de trabalho de pooling precoce CE IVD IFU095-5_AlloSeq Tx. Certifique-se de que as
Purification Beads foram bem homogeneizadas por voértice antes de as utilizar.

4.  Prepare 2400 pL de etanol 80% fresco por pool, suficiente para 2 lavagens, utilizando 1920 pL de etanol 100% e
480 uL de agua esterilizada.

NOTA: o nimero de pools por experiéncia estd predefinido para 1 na célula amarela no passo 3 no livro de trabalho.
Este pode ser substituido manualmente, se necessario. A alteracdo desta célula ira atualizar o nimero de pools para os
passos subsequentes deste protocolo/livro de trabalho. Caso sejam executados mais do que 1 pool nesta experiéncia
com o mesmo numero de amostras por pool, o volume das Purification Beads deve ser aumentado em conformidade
(isto é, duplicado para dois pools) e as instru¢des abaixo devem ser seguidas na integra para cada pool.

Caso sejam necessarios diversos pools com diferentes nUmeros de amostras, este separador do livro de trabalho deve
ser duplicado e as células a amarelo devem ser atualizadas para refletir o nimero de amostras, de modo que os volumes
de reagente necessdrios/transferidos sejam corretamente ajustados. Para duplicar o separador, clique com o botdo
direito do rato em qualquer um dos separadores e selecione “Mover ou copiar”, selecione “3.0 SS_Purification” na lista,
marque a caixa “Criar cépia” e clique em “OK”.

5. Homogeneize por vértice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
6. Relna tubos de 1,5 ml (Opcional: podem utilizar-se tubos de 2 ml, se preferido, aumentando o volume de
lavagem de etanol de 1200 pL para 1500 pL no passo 20a abaixo).

NOTA: o processo demora aproximadamente 1 hora.
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10.

11.
12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.

19.
20.

21.
22.

23.
24,
25.
26.
27.

28.

Distribua uma aliquota do volume apropriado (veja a tabela de calculos acima ou o livro de trabalho) de
Purification Beads diluidas no tubo de 1,5 mL.

Efetue a pipetagem das Tagmentation Beads e sobrenadante do PCR de indexa¢do ou agite a placa do PCR de
indexa¢do durante 1 minuto a 1800 rpm e, em seguida, adicione o volume apropriado de cada amostra (veja a
tabela de cdlculos acima ou o livro de trabalho) ao tubo que contém as Purification Beads diluidas.
Homogeneize por vortice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos, até as amostras parecerem
homogéneas por inspegdo visual.

Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos. Durante esta incubacgdo, os fragmentos maiores unem-se as
esferas.

Centrifugue rapidamente o tubo.

Coloque o tubo num suporte magnético durante 2,5 minutos, deixando as esferas agruparem-se junto ao iman.
Se o sobrenadante permanecer turvo, mantenha-o no iman até ficar transparente.

Transfira o volume apropriado (veja a tabela de calculos acima ou o livro de trabalho) do sobrenadante para um
tubo novo.

Adicione o volume apropriado (veja a tabela de calculos acima ou o livro de trabalho) de Purification Beads (ndo
diluidas) ao tubo que contém o sobrenadante.

Homogeneize por vdrtice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos.

Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos. Durante esta incubacdo, os fragmentos de tamanho-alvo
unem-se as esferas.

Centrifugue rapidamente o tubo.

Coloque o tubo num suporte magnético durante 2,5 minutos, deixando as esferas agruparem-se junto ao iman.
Se o sobrenadante permanecer turvo, mantenha-o no iman até ficar transparente.

Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.

Mantendo o tubo no iman, lave duas vezes com etanol 80%:

a) Adicione 1200 L de etanol 80% a cada tubo,

b) Incube a temperatura ambiente durante 30 segundos,

c) Utilizando uma pipeta, aspire e elimine todo o sobrenadante,

d) Repita os passos a) a ¢) num total de 2 lavagens.

Remova todo o sobrenadante restante com uma pipeta P20.

Seque o tubo ao ar durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir que os restos de etanol se
evaporem.

Retire o tubo do iman e adicione 37 uL de Resuspension Buffer a cada tubo para eluir os fragmentos-alvo.
Homogeneize por vortice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos.

Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Centrifugue rapidamente o tubo.

Coloque o tubo num suporte magnético durante 30 segundos, deixando as esferas agruparem-se no tubo junto
ao iman.

Transfira 35 L de sobrenadante para um novo tubo de 1,5 ml para armazenamento. Este pool pode prosseguir
para hibridagao.

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C

durante 1 més, no maximo.

2.4 Quantificacao Qubit (opcional)

1.

Reulna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
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5w

13.

CondigGes de Volume por pool - 2t
Reagente Preparacao necessaria
armazenamento (pL)
-25"Ca30°C Nenhuma preparacio
Tampdo Qubit BR Fornecido pelo 199 P . p ¢
. necessaria.
utilizador
~257Ca30°C Nenhuma preparacdo
Corante Qubit BR Fornecido pelo 1 P , p ¢
. necessaria.
utilizador
2°Cag’C Coloque a temperatura
Padrdo BR #1 Fornecido pelo 10 9 . P
. ambiente.
utilizador
2°Cagc Coloque a temperatura
Padrdo BR #2 Fornecido pelo 10 q . P
. ambiente.
utilizador

Reuna os tubos Qubit e o tubo de 1,5 ml ou 5 ml necessarios para a preparacdo da solugdo de trabalho,
dependendo do volume necessario.

Prepare dois tubos de ensaio para os padrdes e um para cada pool.

Prepare a solugdo de trabalho Qubit de 200 pL utilizando 199 pL de tampao Qubit e 1 uL de corante Qubit por
pool/padrdo a ser quantificado.

Homogeneize por vortice a solugdo de trabalho durante 2-3 segundos e, em seguida, centrifugue.

Aliquota 190 pL de solugdo de trabalho por cada tubo padrao.

Aliquota 198 pL de solugdo de trabalho por cada tubo de pool.

Aliquota 10 uL de solugdo padrdo por cada tubo padrao respetivo.

Aliquota 2 pL de cada pool pelo respetivo tubo.

Homogeneize por vortice todos os tubos durante 2-3 segundos e, em seguida, centrifugue.

Incube os tubos durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Insira os tubos no Fluorémetro Qubit e efetue as leituras (consulte o protocolo do fabricante Qubit para obter
mais informacdes).

Registe as leituras Qubit na tabela do livro de trabalho para calcular a média por pool.

NOTA: o rendimento esperado da biblioteca é de, aproximadamente, 30-100 ng/uL, mas pode variar, dependendo da

qualidade do ADN e da introdug&o. Deve ser obtido um rendimento de 10 ng/ulL ou superior para garantir resultados

de enriquecimento satisfatorios.

2.5 Visualizacao TapeStation (opcional)

NOTA: mediante uma valida¢do do utilizador, podem ser utilizados sistemas alternativos para visualizagao de

fragmento, tais como o Fragment Analyzer, o Bioanalyzer ou semelhantes.

1.

3.

ReuUna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

CondigGes de Volume por - -
Reagente Preparag¢ao necessaria
armazenamento amostra (pL)
2°Cagc Coloque a temperatura
D1000 Ladder Fornecido pelo 1 g . P
s ambiente.
utilizador
2°Cagc Coloque a temperatura
D1000 Sample Buffer Fornecido pelo 3 q . P
S ambiente.
utilizador

Reuna o ScreenTape D1000 necessario, as tampas e as faixas Oticas de tubo TapeStation.
Transfira 1 pL de cada amostra para um novo tubo.
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Adicione 1 pL de D1000 Ladder a um tubo de referéncia.

Adicione 3 plL de tampao de amostra D1000 a cada pog¢o de amostra e tubo de referéncia.

Sele todos os tubos com tampas.

Homogeneize por vértice com uma placa IKA a 2000 rpm durante 1 minuto.

Centrifugue durante breves instantes para garantir que todas as amostras se encontram no fundo dos tubos.

Destape e carregue os tubos de amostra no instrumento 2200 TapeStation.

10. Selecione os tubos necessdarios no 2200 TapeStation Controller Software e execute as amostras (consulte o
manual do utilizador do TapeStation para obter mais informacgdes).

11. Quando a execugado estiver concluida, inicie o TapeStation Analysis Software para ver os resultados (consulte o
manual do utilizador do TapeStation para obter mais informacgdes).

12. Registe os resultados no livro de trabalho.
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Figura 2.5.1: Imagem representativa do trago TapeStation para bibliotecas.

3. Captura hibrida (fluxo de trabalho Pooling
precoce)

3.0 Introduc¢do ao protocolo

e Siga o protocolo AlloSeq Tx abaixo pela ordem indicada utilizando os parametros especificados.

e Antes de continuar, confirme os conteudos do kit e certifique-se de que estd presente o equipamento e os

consumiveis necessarios.

e Para maior facilidade de utilizagdo, os passos do protocolo para a captura hibrida também sdo descritos
detalhadamente no Livro de trabalho de pooling precoce CE IVD IFU095-5_AlloSeq Tx. As referéncias ao livro de

trabalho constantes no Capitulo 3 dizem respeito a este livro de trabalho.

3.1 Hibridagcao de sonda

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
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Condigoes de
Reagente Volume por pool (uL Preparagdo necessdria
8 armazenamento porp (kL) parag
-15°Ca-25°C N .
AlloSeq Tx Probe Panel CAIXA 4 10 Coloque a temperatura ambiente.
Coloque em Hybex a 58 °C durante 15 minutos.
e -15°Ca-25°C Homogeneize por vértice e inspecione
Hybridisat Buffer 1 50
ybridisation Butter CAIXA 4 visualmente. Se restar precipitado, incube a
58 °C durante 15 minutos adicionais.
Hybridisation Buffer 2 2casc 10 Coloque a temperatura ambiente
¥ CAIXA 5 g P '

2.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
3.  Reuna os tubos/faixas de PCR e tampas necessarios.

NOTA: ndo existe um ponto de paragem segura antes do protocolo de captura. Os pools de amostra tém de avancar
imediatamente apds o passo de fixagdo de 62 °C da reagdo de termociclagem de hibridagdo para os passos de captura
de esfera e lavagem aquecida.

NOTA: a configuracdo deste processo demora aproximadamente 20 minutos e, no minimo, 1,5 horas e, no maximo,
18 horas no termociclador (reagGes deixadas de um dia para o outro ou até 18 horas tém de ser mantidas a uma
temperatura de 62 °C no passo de fixacdo final de reac¢do).

4. Para cada reacdo de hibridacdo, combine os seguintes reagentes pela ordem indicada abaixo num tubo/faixa de

PCR:

Reagente Volume por pool (pL)
Pool de bibliotecas de 30

amostra

AlloSeq Tx Probe Panel 10
Hybridisation Buffer 1 50
Hybridisation Buffer 2 10

Total 100

5. Com uma pipeta configurada para 70 uL, efetue a pipetagem da mistura de cada pogo de reagdo de hibridagado
10 vezes, sele e, em seguida, centrifugue.

6. Se asolugdo continuar turva, efetue a pipetagem da mistura mais 6-8 vezes, sele e, em seguida, centrifugue.

7. Coloque o tubo/faixa no termociclador e execute o programa de hibridacdo utilizando a tampa aquecida a 100 °C
e um volume de reagdo de 100 pL:

# | Passo Temperatura Tempo N.2 de ciclos
1 | Desnaturagao 98°C 5 minutos 1
98 °C- 62 °C, reduzindo

2 | Redugdo gradual 1

2 °C/ciclo 1 minuto

Avance para o passo 2 durante 18 ciclos adicionais (total de 19 ciclos) reduzindo 2 °C/ciclo.

Hibridacado 62°C 60 minutos
5 | Fixagdo final 62°C Fixagdo (ndo ultrapassar
18 horas a 62 °C, incluindo no
passo n.2 4)

8. Deixe o tubo/faixa no termociclador até estar pronto para avancar para a captura. Assegure-se de que as esferas
de captura atingiram a temperatura ambiente e que o Capture Wash Buffer e o Hybex sdo aquecidos a 58 °C.
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3.2 Captura

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

Condigoes de Volume por - L.
Reagente Preparac¢ao necessaria
armazenamento pool (uL)
2°Ca 8°C Coloque a temperatura ambiente durante, pelo
Capt B 2
apture Beads CAIXA 5 >0 menos, 30 minutos.
-15°Ca-25°C . ° o
Capture Wash Buffer CAIXA 4 800 Pré-aquega a 58 °C antes de utilizar.
i -15°Ca-25°C N .
Capture Elution Buffer 1 CAIXA 4 28.5 Coloque a temperatura ambiente.
R . Coloque a temperatura ambiente.
-15°Ca-25°C . e
2N NaOH CAIXA 4 1.5 Armazene novamente ap0s a utilizagdo para os
passos subsequentes.
Capture Elution Buffer 2 2’cas’c 4 Coloque a temperatura ambiente
P CAIXA 5 ; P '

2. Prepare uma mistura de elui¢cdo master dos seguintes reagentes por pool a ser capturado:

Reagente Volume por pool (puL)
Capture Elution Buffer 1 28.5
2N NaOH (fresco) 1,5

NOTA: a solugdo de NaOH absorve rapidamente o CO2 da atmosfera, alterando o pH e o desempenho do reagente.
Assegure-se de que o tubo de 2N NaOH estd fechado quando ndo esta a ser utilizado.

3.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
4. Reuna os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml, tubos/faixas de PCR e tampas necessarios.

NOTA: este processo demora aproximadamente 1 hora.

xRN W

Para cada reagdo de hibridagdo, adicione 250 uL de Capture Beads a um tubo novo de 1,5 mL.
Transfira 100 uL de cada reagdo de hibridacdo para o tubo respetivo com Capture Beads.
Homogeneize por vortice o tubo a alta velocidade durante 10 segundos. Ndo centrifugue.
Incube o tubo no Hybex a 58 °C durante 15 minutos.
Centrifugue rapidamente o tubo.

10. Coloque imediatamente o tubo num suporte magnético durante 30 segundos, deixando as esferas agruparem-se

junto ao iman.

11. Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.
12. Lave trés vezes com Capture Wash Buffer aquecido, conforme descrito abaixo:

NOTA: quando ndo estiver a ser utilizado, mantenha o Capture Wash Buffer no Hybex para manter uma temperatura
de 58 °C. Apenas retire do Hybex imediatamente antes de adicionar a rea¢do no passo 12b e 14. Trabalhe com rapidez
quando realizar os passos de lavagem aquecida para minimizar o tempo durante o qual o pool/tamp&o da amostra
permanece a temperatura ambiente.

a) Retire o tubo do iman,
b) Adicione 200 pL de Capture Wash Buffer (58 °C),
c¢) Homogeneize por vortice o tubo a alta velocidade durante 10 segundos. Ndo centrifugue.
d) Incube o tubo no Hybex a 58 °C durante 5 minutos.
e) Centrifugue e coloque imediatamente o tubo num suporte magnético durante 30 segundos, deixando as

esferas agruparem-se junto ao iman.

f)  Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.
g) Repita os passos a) a f) mais duas vezes, num total de 3 lavagens.
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13.
14.
15.
16.

Retire o tubo do iman.

Adicione 200 pL de Capture Wash Buffer aquecido (58 °C).

Homogeneize por vdrtice o tubo a alta velocidade durante 10 segundos. Nao centrifugue.
Transfira todos os conteudos (solugdo e esferas de lavagem) para um novo tubo de 1,5 mL.

NOTA: este passo de transferéncia é essencial para remover os inibidores de PCR que podem afetar o desempenho a
jusante.

17.
18.

19.
20.

21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

Incube o tubo no Hybex a 58 °C durante 5 minutos.

Centrifugue e coloque imediatamente o tubo num suporte magnético durante 30 segundos, deixando as esferas
agruparem-se junto ao iman.

Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.

Centrifugue de forma rapida e coloque imediatamente o tubo num suporte magnético durante 30 segundos,
deixando as esferas agruparem-se junto ao iman.

Utilizando uma pipeta P20, aspire e elimine o sobrenadante restante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.
Homogeneize por vortice a mistura de eluicdo master preparada anteriormente e, em seguida, retire o tubo de
reacdo do iman e adicione 23 plL de mistura de eluicdo master a cada tubo.

Homogeneize por vortice o tubo a alta velocidade durante 10 segundos.

Incube a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Centrifugue rapidamente o tubo.

Coloque o tubo num suporte magnético durante 30 segundos, deixando as esferas agruparem-se junto ao iman.
Transfira 21 plL de sobrenadante para um novo tubo/faixa de PCR.

Adicione 4 puL de Capture Elution Buffer 2.

Efetue a pipetagem da mistura 6-8 vezes. O volume final é de 25 pL.

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C
durante 24 horas, no maximo.

3.3 PCR de pés-enriquecimento

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
CondigGes de Volume por ~ ..
Reagente Preparacao necessaria
armazenamento pool (uL)
. -15°Ca-25°C Descongele em gelo. Inverta para misturar e, em
PCRP
CR Primers CAIXA 4 > seguida, centrifugue durante breves instantes.
PCR Mix (ou PCR R .
. ( . -15°Ca-25°C Descongele a temperatura ambiente e, em
Mix=2 para kits de CAIXA 4 20 seguida, coloque em gelo
96 testes) g ! q gelo.

2.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
3.  Relna os tubos de PCR necessarios com bibliotecas de captura do passo 3.2 Captura.

NOTA: este processo demora aproximadamente 5 minutos a configurar, 1:40 horas no termociclador.

o N U A

a aquecida a 105 °C e um volume de reagao de 50 pL:
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Adicione 5 pL de PCR Primers as bibliotecas capturadas no tubo de PCR.
Adicione 20 uL de PCR Mix ao tubo.
Efetue a pipetagem da mistura 10 vezes.
Centrifugue rapidamente o tubo.
Coloque o tubo/faixa no termociclador e execute o programa de PCR de pds-enriquecimento utilizando a tampa

Para utilizagdo em diagndstico in-vitro



# Passo Temperatura Tempo Numero de ciclos
1 Desnaturacao 98°C 30 segundos 1

2 Desnaturacgao 98°C 1 minuto

3 Hibridacdo 60°C 30 segundos 17

4 Extensdo 72°C 3 minutos

5 Extensdo final 72°C 5 minutos 1

6 Fixacdo final 10°C Fixacdo 1

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C

durante 1 semana, ho maximo.
NOTA: se avancar imediatamente para a purificacdo, assegure-se de que as Purification Beads sdo colocadas a
temperatura ambiente antes da utiliza¢do.

3.4 Purificacdo do PCR de pds-enriquecimento

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

Condicdes de Volume por " . .
Reagente Preparagao necessaria
armazenamento pool (pL)
Purification B
url.l.ca |9n eads . 2°Ca8°C Coloque a temperatura ambiente durante, pelo
(Purification Beads-2 para kit de 27 .
96) CAIXA 5 menos, 30 minutos.
15°Ca 30°C
Agua esterilizada Fornecido pelo 80 Nenhuma preparagdo necessaria.
utilizador
15°Ca 30°C
Etanol 100% Fornecido pelo 320 Prepare etanol 80%, conforme descrito abaixo.
utilizador
. . Coloque a temperatura ambiente.
. 2°Ca 8°C . e~
Resuspension Buffer CAIXA 5 32 Armazene novamente apos a utilizagdo para os
passos subsequentes.

2. Prepare 80% de etanol fresco (2 lavagens por pool) utilizando 480 pL de etanol 100% e 120 uL de agua

esterilizada (inclui um volume em excesso).
3.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
4. Reuna os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml necessarios.

NOTA: o processo demora aproximadamente 30 minutos.

5. Paracada reacdo de purificacdo, adicione 27 uL de Purification Beads bem homogeneizadas por vortice a um

tubo novo de 1,5 ml.

6. Transfira 45 pL de cada reagdo de PCR de pds-enriquecimento para o tubo respetivo com Purification Beads.
7. Homogeneize por vortice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos.

8. Centrifugue rapidamente o tubo.

9. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
10. Coloque o tubo num suporte magnético durante 30 segundos, deixando as esferas agruparem-se junto ao iman.
11. Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.

12. Mantendo o tubo no iman, lave duas vezes com etanol 80%:

a) Adicione 200 pL de etanol 80% a cada tubo,

b) Incube a temperatura ambiente durante 30 segundos,
c) Utilizando uma pipeta, aspire e elimine todo o sobrenadante,
d) Repita os passos a) a c) num total de 2 lavagens.

13. Remova todo o sobrenadante restante com uma pipeta P20.
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14. Seque o tubo ao ar durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir que os restos de etanol se
evaporem.

15. Retire o tubo do iman e adicione 32 pL de Resuspension Buffer a cada tubo para eluir os fragmentos-alvo.

16. Homogeneize por vortice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos.

17. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

18. Centrifugue rapidamente o tubo.

19. Coloque o tubo num suporte magnético durante 30 segundos, deixando as esferas agruparem-se no tubo junto
ao iman.

20. Transfira 30 pL de sobrenadante para um novo tubo de 1,5 ml, para armazenamento.

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C
durante 1 més, no maximo.

3.5 Quantificagao Qubit

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

CondigGes de Volume por - L.
Reagente Preparag¢ao necessaria
armazenamento pool (uL)
~25°Ca30°C Nenhuma preparagio
Tampdo Qubit BR Fornecido pelo 199 P . p ¢
. necessaria.
utilizador
~25°Ca30°C Nenhuma preparacdo
Corante Qubit BR Fornecido pelo 1 P . p ¢
. necessaria.
utilizador
2’cag’c Coloque a temperatura
Padrdo BR #1 Fornecido pelo 10 q . P
. ambiente.
utilizador
2’cag’c Coloque a temperatura
Padrao BR #2 Fornecido pelo 10 q . P
. ambiente.
utilizador

2. Relna os tubos Qubit e o tubo de 1,5 ml ou 5 ml necessarios para a preparagao da solugdo de trabalho,
dependendo do volume necessario.

Prepare dois tubos de ensaio para os padrdes e um para cada pool.

Prepare a solugdo de trabalho Qubit de 200 pL utilizando 199 pL de tampao Qubit e 1 uL de corante Qubit por
pool/padrio a ser quantificado.

5 Homogeneize por vortice a solugcdo de trabalho durante 2-3 segundos e, em seguida, centrifugue.

6. Aliquota 190 pL de solugdo de trabalho por cada tubo padréo.

7. Aliquota 198 pL de solugdo de trabalho por cada tubo de pool.
8
9

s ow

Aliquota 10 uL de solugdo padrdo por cada tubo padrdo respetivo.
Aliquota 2 pL de cada pool pelo respetivo tubo.

10. Homogeneize por vértice todos os tubos durante 2-3 segundos e, em seguida, centrifugue.

11. Incube os tubos durante 2 minutos a temperatura ambiente.

12. Insira os tubos no Fluorémetro Qubit e efetue as leituras (consulte o protocolo do fabricante Qubit para obter
mais informacgdes).

13. Registe as leituras Qubit na tabela do livro de trabalho para calcular a concentragdo média.

3.6 Visualizacao TapeStation (opcional)

NOTA: mediante uma validacdo do utilizador, podem ser utilizados sistemas alternativos para visualizagao de
fragmento, tais como o Fragment Analyzer, o Bioanalyzer ou semelhantes.
1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
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Condigoes de ~ -
Reagente armazenamento Volume por pool (uL) Preparag¢ao necessaria
2’cas’c Coloque a temperatura
D1000 Ladder Fornecido pelo 1 .
s ambiente.
utilizador
2’casg’c Coloque a temperatura
D1000 Sample Buffer Fornecido pelo 3 )
. ambiente.
utilizador
2.  Relna o ScreenTape D1000 necessario, as tampas e as faixas oOticas de tubo TapeStation.
3. Transfira 1 pL de cada pool para um novo tubo.
4. Adicione 1 pL de D1000 Ladder a um tubo de referéncia.
5. Adicione 3 pL de tampdo de amostra D1000 a cada pool e tubo de referéncia.
6. Sele todos os tubos com tampas.
7. Homogeneize por vortice todos os tubos utilizando uma placa IKA para homogeneizar por vértice a 2000 rpm
durante 1 minuto.
8.  Centrifugue durante breves instantes para garantir que todas as amostras se encontram no fundo dos tubos.

9. Destape e carregue os tubos de amostra no instrumento 2200 TapeStation.

10. Selecione os tubos necessdrios no 2200 TapeStation Controller Software e execute as amostras (consulte o
manual do utilizador do TapeStation para obter mais informacgdes).

11. Quando a execugdo estiver concluida, inicie o TapeStation Analysis Software para ver os resultados (consulte o
manual do utilizador do TapeStation para obter mais informacgdes).

12. Registe as leituras na tabela do livro de trabalho.
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Figura 3.6.1: Imagem representativa do traco TapeStation para pool de biblioteca enriquecida final.

4. Preparacao de biblioteca (fluxo de trabalho
Original)
4.0 Introducgao ao protocolo

e Siga o protocolo AlloSeq Tx abaixo pela ordem indicada utilizando os parametros especificados.
e Antes de continuar, confirme os contelddos do kit e certifique-se de que estd presente o equipamento e os
consumiveis necessarios.
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e Para maior facilidade de utilizacdo, os passos do protocolo para a Preparacdao de biblioteca também sdo descritos
detalhadamente no Livro de trabalho de preparagdo de biblioteca CE IVD IFU095-1_AlloSeq Tx. As referéncias ao livro
de trabalho constantes no Capitulo 4 dizem respeito a este livro de trabalho.

4.1 Preparagdo da amostra

1. Introduza um ID de experiéncia, descri¢cdo, operador e data no livro de trabalho.

2.  Selecione o conjunto de sonda AlloSeq a ser utilizado na experiéncia a partir do menu pendente do livro de
trabalho.

3.  Selecione o tipo de sequenciador a ser utilizado a partir do menu pendente do livro de trabalho.

4.  Introduza o ID das amostras a serem testadas na sec¢do amarela do modelo de placa no livro de trabalho, de
acordo com a configuragdo pretendida.

NOTA: s6 podem ser introduzidos carateres alfanuméricos. Os IDs de amostra duplicados serdo assinalados a
vermelho para serem corrigidos pelo utilizador. O software do sequenciador exige que haja apenas um ID de amostra
por execuc¢do. Ndo introduza qualquer informacgao para pogos que ndo irdo conter qualquer amostra.

5.  Selecione o conjunto de indice pretendido na lista pendente laranja por baixo do esquema de placa.

Se for necessadrio e estiver a utilizar o formato de indice tubular, a ordem do indice i7 pode ser alterada;
selecione o indice i7 alternativo a ser utilizado a partir das opg¢des da lista pendente para a coluna necessaria.
Caso sejam selecionados indices i7 duplicados, as células serdo assinaladas a vermelho para serem corrigidas
pelo utilizador.

7.  Sefor necessario e estiver a utilizar o formato de indice tubular, a ordem do indice i5 pode ser alterada;
selecione o indice i5 a ser utilizado a partir das op¢des da lista pendente para a linha necessaria. Caso sejam
selecionados indices i5 duplicados, as células serdo assinaladas a vermelho para serem corrigidas pelo utilizador.

8. Uma vez completadas todas as a¢des acima, clique no separador 1.2 SampleSheet e reveja. Sera utilizado texto a
vermelho para assinalar os locais onde ainda é necessario introduzir informagdo. Se ndo for apresentado texto a
vermelho, o separador SampleSheet pode ser guardado como CSV (delimitado por virgulas) (*.csv). Guarde o
ficheiro como “SampleSheet.csv”. No formato CSV, sé o separador ativo é guardado. Abra o ficheiro
SampleSheet.csv guardado no Excel e elimine quaisquer linhas vazias na tabela [Dados], ou seja, quaisquer
linhas entre 22 e 117 que ndo incluam informagdo da amostra. Apods fazer isto, guarde o ficheiro. A Ficha de
dados da amostra estd pronta para ser importada para o sequenciador Illlumina.

4.2 Preparacdo da biblioteca

1. Relna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

Reagente Condigoes de Volume por | Preparagao necessaria
armazenamento amostra (pL)
. -15°Ca-25°C Coloque a temperatura
Tagmentation Buffer 10 .
CAIXA 1 ambiente.
15°Ca 30°C Nenh N
. enhuma preparagdo
Agua esterilizada Fornecido pelo 30 L. preparas
. necessaria.
utilizador
Coloque a temperatura
. -15°Ca-25°C .
Tagmentation Beads 10 ambiente durante, pelo
CAIXA 1 .
menos, 30 minutos.
15°Ca 30°C Nenhuma preparacao
Stop Buffer 10 L
CAIXA 2 necessaria.
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Reagente Condigoes de Volume por | Preparagdo necessaria
armazenamento amostra (pL)

. 15°Ca 30°C Nenhuma preparacao
Tagmentation Wash Buffer 300 .
CAIXA 2 necessaria.
Descongele e mantenha em
-15°Ca-25°C
gelo.
. . . CAIXA 4 (ou i
PCR Mix (ou PCR Mix-1 para kits de 96) . 20 Armazene novamente apoés a
CAIXA 1 para kit L
de 96) utilizagdo para os passos
subsequentes.
indices:
ASTX17.1(24)-1VD: H503, H505, H506, H517,
H705, H706, H707, H710, H711, H714
ASTX17.1(24)-B-IVD: H502, H507, H508, H521,
H701, H702, H703, H704, H712, H715
ASTX17.1(96)-A-IVD/ASTX9.1(96)-A-IVD: H503,
-15°Ca-25°C Descongele e mantenha em
H505, H506, H517, H502, H507, H508, H521, Total de 10
CAIXA 3 gelo.

H705, H706, H707, H710, H711, H714, H701,
H702, H703, H704, H712, H715
ASTX17.1(96)-B-IVD/ASTX9.1(96)-B-1VD: H510,
H511, H513, H522, H515, H516, H518, H520,
H716, H718, H719, H720, H721, H722, H723,
H724, H726, H727, H728, H729

2. Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
3. Relna a placa de 96 pogos, o Microseal B e os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml.

NOTA: ndo existe um ponto de paragem segura até ao PCR de indexagdo. O processo demora aproximadamente
1:50 horas (incluindo 50 min. de termociclagem de PCR).

4. Paracada amostra de ADN, distribua uma aliquota de 10 uL da amostra de 10-100 ng/uL no pogo apropriado de
uma placa PCR de acordo com o modelo de placa da folha 1.0 Sample_Prep.

5.  Prepare uma mistura master de tagmentagao de 40 pL por amostra utilizando 10 pL de Tagmentation Buffer,
20 uL de agua esterilizada e 10 pL de Tagmentation Beads.

6 Prepare a mistura master com um vértice e, em seguida, centrifugue.

7. Efetue a pipetagem de 40 puL de mistura master de tagmentagdo em cada pogo com uma amostra de ADN.

8.  Sele a placa com o Microseal B.

9 Centrifugue a placa a 100 x g durante 10 segundos para recolher todos os reagentes no fundo do poco.

10. Utilize o agitador de placa para misturar a 1600 rpm durante 1 minuto.

11. Inspecione visualmente a placa:
a) Se as esferas ndo estiverem distribuidas de forma homogénea no poco, repita a agitacdo de acordo com o
passo 10.
b) Se o material ndo estiver no fundo do pogo ou tiver salpicado para o Microseal B, centrifugue e repita a
agitacdo de acordo com o passo 10.

12. Coloque a placa no termociclador e execute o programa de tagmentacdo utilizando a tampa aquecida a 105 °Ce
um volume de reagdo de 50 pL:

Temperatura Tempo
55°C 5 minutos
10°C 2 minutos

13. Quando o programa terminar, retire imediatamente a placa do termociclador e deixe a temperatura ambiente
durante 2 minutos.
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14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

21.

Retire o Microseal B.

Adicione 10 pL de Stop Buffer a cada pogo de reagao.

Sele novamente a placa com um novo Microseal B.

Utilize o agitador de placa para misturar a 1600 rpm durante 1 minuto.

Incube a placa durante 5 minutos adicionais a temperatura ambiente.

Durante a incubagdo, retire o PCR Mix e os indices do congelador para descongelarem e, em seguida, coloque
numa prateleira de gelo/fria.

Inspecione visualmente a placa e, se o material ndo estiver no fundo do pogo ou tiver salpicado para o
Microseal B, centrifugue a placa.

Lave trés vezes com o Tagmentation Wash Buffer, conforme descrito abaixo:

a) Remova o Microseal B e coloque a placa no Magnetic Stand-96 durante 1 minuto, deixando as esferas
agruparem-se nos pogos junto ao iman.

b) Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas nos pogos junto ao iman.

c) Adicione lentamente 100 pL de Tagmentation Wash Buffer em cada pocgo.

d) Sele novamente a placa com um novo Microseal B. Assegure que o Microseal adere corretamente.

e) Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente.

f) CUIDADO: Se as amostras tiverem salpicado para o vedante, centrifugue a 100 x g durante 10 segundos antes
de remover o selo.

g) Repita os passos a) a f) mais duas vezes, num total de 3 lavagens.

NOTA: antes de eliminar o sobrenadante da terceira lavagem, prepare a mistura de PCR master conforme descrito

abaixo.

22.

Prepare uma mistura de PCR master de 40 pL utilizando 20 pL de dgua esterilizada e 20 pL de PCR Mix (ou PCR
Mix-1 se utilizar kits de 96 testes).

NOTA: o PCR Mix é utilizado para os passos subsequentes no protocolo. Ndo deite fora este frasco.

23.

24,
25.
26.
27.
28.
29.

Remova o Microseal B e coloque a placa no Magnetic Stand-96 durante 1 minuto, deixando as esferas
agruparem-se nos pogos junto ao iman.

Utilizando uma pipeta configurada para 100 L, aspire e elimine o sobrenadante da Tagmentation Wash final.
Retire a placa do suporte magnético.

Adicione 40 plL da mistura de PCR master a cada pogo.

Sele a placa com o Microseal B.

Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugue a placa a 100 x g durante 10 segundos para garantir que todas as esferas sdo suspensas na mistura
de PCR master.

Para tubos de indice (T),

30. (T) Homogeneize por vértice e centrifugue os tubos de indice para garantir que todo o volume se encontra
no fundo do tubo.

31. (T) Retire o Microseal B da placa de amostra.

32.(T) Adicione 5 pL do indice i7 a cada pogo, de acordo com o esquema de placa da folha 1.0 Sample_Prep.

33.(T) Adicione 5 pL do indice i5 a cada pogo, de acordo com o esquema de placa da folha 1.0 Sample_Prep.

Retome o passo 34.

Para placa de indice (P),

30. (P) Utilize um agitador de placa para misturar a placa de indice a 1800 rpm durante 1 minuto.

31. (P) Centrifugue a placa de indice a 100 x g durante 10 segundos para garantir que todo o volume se encontra
no fundo do poco.

32. (P) Retire o Microseal B da placa de amostra.

Pagina 29 de 54 Para utilizagdo em diagndstico in-vitro



34.
35.
36.

37.

33. (P) Confirme a orientagdo correta da placa e o conjunto de indice correto. Ndo remova o vedante de
pelicula. Perfure o vedante de pelicula da placa de indice com uma ponta. Com uma nova ponta, transfira 10 L
dos indices combinados da placa de indice para cada poc¢o de amostra, de acordo com o esquema de placa da
folha 1.0 Sample_Prep.

Retome o passo 34.

Sele com um novo Microseal B.

Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugue a placa a 100 x g durante 10 segundos para recolher todos os reagentes no fundo do poco.
Inspecione visualmente para garantir que as esferas continuam distribuidas de forma homogénea na solugdo. Se
as esferas ndo estiverem distribuidas de forma homogénea, repita a agitacdo de acordo com o passo 35.
Coloque a placa no termociclador, execute o programa de PCR de indexacdo utilizando a tampa aquecida a

105 °C e um volume de reacdo de 50 pL:

# Passo Temperatura Tempo Nimero de ciclos
1 Preenchimento 1

de intervalo 72°C 3 minutos
) Desnaturagao 1

inicial 98°C 3 minutos

3 Desnaturagao 98°C 20 segundos
4 Hibridagdo 60°C 30 segundos 9
5 Extensdo 72°C 3 minutos
6 Extensdo final 72°C 3 minutos 1
7 Fixacdo final 10°C Fixacdo 1

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °Ce -25 °C

durante 1 semana, no maximo.

NOTA: se avancar imediatamente para a selecdo de tamanho e purificagdo, assegure de que as Purification Beads sdo

colocadas a temperatura ambiente antes da utilizagdo.

4.3 Selecao de tamanho e purificacao

1.

Reulna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

Reagente

CondigGes de Volume por

Preparagdo necessaria
armazenamento | amostra (pL)

Purification Beads
(Purification Beads — 1 para 110.8
kits de 96 testes)

Coloque a temperatura ambiente durante, pelo
2°Ca8°C menos, 30 minutos.

CAIXA 5 Armazene novamente apds a utilizagdo para os
passos subsequentes.

15°Ca 30°C
Agua esterilizada Fornecido pelo 215 Nenhuma preparagdo necessaria.
utilizador
15°Ca 30°C
Etanol 100% Fornecido pelo 320 Prepare etanol 80%, conforme descrito abaixo.
utilizador
R R Coloque a temperatura ambiente.
. 2°Ca 8°C . e~
Resuspension Buffer CAIXA 5 17 Armazene novamente apds a utilizagao para os

passos subsequentes.

Prepare as Purification Beads diluidas utilizando 90 pL de Purification Beads e 135 uL de 4gua esterilizada, por
amostra. Certifique-se de que as Purification Beads foram suficientemente agitadas antes de as utilizar.

Prepare 600 pL de etanol 80% fresco por amostra, suficiente para 2 lavagens, utilizando 480 pL de etanol 100% e
120 pL de dgua esterilizada (inclui volume em excesso).
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4.
5.

Homogeneize por vértice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
Reuna a placa MIDI, o Microseal B e as placas de PCR.

NOTA: o processo demora aproximadamente 1 hora.

6.

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.
19.

20.
21.

22.
23.
24,
25.
26.
27.

28.

Aliquota 225 pL de Purification Beads diluidas nos pogos apropriados de uma placa MIDI (de acordo com o
modelo de placa da folha 1.0 Sample_Prep).

Efetue a pipetagem da mistura de Tagmentation Beads e sobrenadante do PCR de indexagdo ou agite a placa do
PCR de indexagdo durante 1 minuto a 1800 rpm e, em seguida, adicione 45 plL de cada mistura ao pogo relevante
da placa MIDI que contém as Purification Beads diluidas.

Sele a placa MIDI com o Microseal B.

Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 2 minutos.

Incube a placa durante 5 minutos a temperatura ambiente. Durante esta incubagdo, os fragmentos maiores
unem-se as esferas.

Centrifugue a placa a 280 x g durante 1 minuto.

Remova o Microseal B e coloque a placa no Magnetic Stand-96 durante 5 minutos, deixando as esferas
agruparem-se nos pog¢os junto ao iman.

Transfira 260 uL do sobrenadante para uma nova placa MIDI ou pogos limpos na mesma placa.

Adicione 20,8 uL de Purification Beads (ndo diluidas) bem homogeneizadas por vértice a cada amostra. Sele com
o Microseal B.

Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 1 minuto.

Incube a placa durante 5 minutos a temperatura ambiente. Durante esta incubacdo, os fragmentos de tamanho-
alvo unem-se as esferas.

Remova o Microseal B e coloque a placa no Magnetic Stand-96 durante 5 minutos, deixando as esferas
agruparem-se nos pogos junto ao iman.

Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas nos pogos junto ao iman.
Mantendo a placa no iman, lave duas vezes com etanol 80%:

a) Adicione 200 pL de etanol 80% a cada amostra,

b) Incube a temperatura ambiente durante 30 segundos,

c) Utilizando uma pipeta, aspire e elimine todo o sobrenadante,

d) Repita os passos a) a ¢) num total de 2 lavagens.

Remova todo o sobrenadante restante com uma pipeta P20.

Seque a placa ao ar durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir que os restos de etanol se
evaporem.

Adicione 17 uL de Resuspension Buffer a cada pogo para eluir os fragmentos-alvo.

Sele o placa com o Microseal B.

Utilize o agitador de placa para misturar a 1800 rpm durante 2 minutos.

Incube a placa durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugue a placa a 280 x g durante 30 segundos.

Remova o Microseal B e coloque a placa no Magnetic Stand-96 durante 5 minutos, deixando as esferas
agruparem-se nos pogos junto ao iman.

Transfira 15 pL de sobrenadante para uma nova placa de PCR, para armazenamento.

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C

durante 1 més, no maximo.

4.4 Quantificacdao Qubit (opcional)

1.

Reulna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
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Condigoes de Volume por amostra - L.
Reagente Preparacao necessaria
armazenamento (pL)
. . -25°Ca 30°C . L.
Tampdo Qubit BR Fornecido pelo utilizador 199 Nenhuma preparagdo necessaria.
-25°Ca 30°C
C t it BR 1 Nenh a aria.
orante Qubi Fornecido pelo utilizador enhuma preparagdo necessaria
Padrdo BR #1 . 2cagc - 10 Coloque a temperatura ambiente.
Fornecido pelo utilizador
Padrdo BR #2 . 2casic - 10 Coloque a temperatura ambiente.
Fornecido pelo utilizador

2. Relna os tubos Qubit e o tubo de 1,5 ml ou 5 ml necessarios para a preparagao da solugdo de trabalho,

dependendo do volume necessario.

5w

amostra/padrdo a ser quantificado.

Prepare dois tubos de ensaio para os padrdes e um para cada amostra.

Prepare a solugdo de trabalho Qubit de 200 uL utilizando 199 pL de tampao Qubit e 1 uL de corante Qubit por

Homogeneize por vortice a solugcdo de trabalho durante 2-3 segundos e, em seguida, centrifugue.

Aliquota 190 pL de solugdo de trabalho por cada tubo padrao.

Aliquota 10 pL de solugdo padrdo por cada tubo padrao respetivo.

5
6
7. Aliquota 198 pL de solucdo de trabalho por cada tubo de amostra.
8
9

Aliquota 2 pL de cada amostra pelo respetivo tubo.

10. Homogeneize por vortice todos os tubos durante 2-3 segundos e, em seguida, centrifugue.

11. Incube os tubos durante 2 minutos a temperatura ambiente.

12. Insira os tubos no Fluorémetro Qubit e efetue as leituras (consulte o protocolo Qubit para obter mais

informacoes).

13. Registe as leituras Qubit na tabela do livro de trabalho para calcular a média por amostra.

NOTA: o rendimento esperado da biblioteca é de aproximadamente 30 ng/uL, mas pode variar, dependendo da

qualidade do ADN e da introdugdo. Deve ser obtido um rendimento de 10 ng/ulL ou superior para garantir resultados

de enriquecimento satisfatorios.

4.5 Visualizacdo TapeStation (opcional)

NOTA: mediante uma valida¢do do utilizador, podem ser utilizados sistemas alternativos para visualizagdo de
fragmento, tais como o Fragment Analyzer, o Bioanalyzer ou semelhantes.
1. Relna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

Condicdes de Volume por amostra - -
Reagente Preparacao necessaria
armazenamento (pL)
2°Ca8°C
D1000 Ladder Fornecido pelo 1 Coloque a temperatura ambiente.
utilizador
2°Ca8°C
D1000 Sample Buffer Fornecido pelo 3 Coloque a temperatura ambiente.
utilizador

2.  Relna o ScreenTape D1000 necessario, a placa de amostra de 96 pogos (de paredes finas) e o vedante de
pelicula.

Transfira 1 uL de cada amostra para uma nova placa de PCR de 96 pogos.

Adicione 1 pL de D1000 Ladder a um poco de referéncia.

Adicione 3 pL de tamp&do de amostra D1000 a cada pogo de amostra e poco de referéncia.

Sele a placa com vedante de pelicula.

owun kAW
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10.

11.

12.

Utilize a placa IKA para homogeneizar por vértice a 2000 rpm durante 1 minuto.

Centrifugue durante breves instantes para garantir que todas as amostras se encontram no fundo dos pocos.
Carregue a placa de amostra no instrumento 2200 TapeStation.

Selecione os pogos necessarios no 2200 TapeStation Controller Software e execute as amostras (consulte o
manual do utilizador do TapeStation para obter mais informagdes).

Quando a execugdo estiver concluida, inicie o TapeStation Analysis Software para ver os resultados (consulte o
manual do utilizador do TapeStation para obter mais informacgdes).

Registe os resultados no livro de trabalho.
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Figura 4.5.1: Imagem representativa do trago TapeStation para bibliotecas.
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5. Captura hibrida (fluxo de trabalho Original)

5.0 Introducao ao protocolo

e Siga o protocolo AlloSeq Tx abaixo pela ordem indicada utilizando os parametros especificados.

e Antes de continuar, confirme os conteudos do kit e certifique-se de que estd presente o equipamento e os

consumiveis necessarios.

e Para maior facilidade de utilizagdo, os passos do protocolo para a captura hibrida também sdo descritos
detalhadamente no Livro de trabalho de captura hibrida CE IVD IFU095-2_AlloSeq Tx. As referéncias ao livro de
trabalho constantes no Capitulo 5 dizem respeito a este livro de trabalho.

5.1 Pooling de amostras

1.

Introduza um ID de experiéncia no campo amarelo apropriado do livro de trabalho.

Introduza o nimero de pools a serem processados no campo amarelo apropriado do livro de trabalho.

Copie a informacdo de amostra apropriada do separador 1.1 LinearView do Livro de trabalho de preparagdo de
biblioteca CE IVD IFU095-1_AlloSeq Tx e cole-a na Lista de pool de biblioteca no Livro de trabalho de captura
hibrida CE IVD IFU095-2_AlloSeq Tx utilizando a opgao de colar especial “Formatacgdo de valores e nimeros”.

Se realizar um pooling de < 12 amostras, adicione 2,5 pL de cada biblioteca a ser enriquecida a um tubo/faixa de
PCR e adicione o volume apropriado de Resuspension Buffer a um total de 30 uL, de acordo com a tabela abaixo.
Se realizar um pooling de > 12 amostras, adicione 2,5 L de cada biblioteca a ser enriquecida a um tubo de
microcentrifugacdo de 1,5 ml e avance para o passo de concentragdo (1.1 do livro de trabalho Livro de trabalho
de captura hibrida CE IVD IFU095-2_AlloSeq Tx).

Se processar multiplos pools, duplique este separador e siga os passos 1-5 acima, identificando de forma Unica
cada pool.
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NOTA: as bibliotecas de baixo rendimento, incluindo as de preparacdes de ADN de célula bucal, podem beneficiar da
utilizagdo de um volume maior de introdugdo de biblioteca (que ndo exceda 30 uL de volume de introdugdo de
biblioteca total combinado). Quando possivel, é recomendado o processamento de bibliotecas de baixo rendimento
(bucais) num pool de enriquecimento separado de bibliotecas de rendimento mais elevado (gendmicas). Para um
aconselhamento especifico, contacte o seu representante técnico local.

5.2 Concentracdo de pool de biblioteca (opcional)

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

Condicdes de Volume por ~ ‘.
Reagente Preparag¢ao necessaria
armazenamento pool (pL)
Coloque a temperatura ambiente durante, pelo
Purification Beads (Purification 2°Ca8°C 585108 menos, 30 minutos.
Beads-1 para kits de 96 testes) CAIXA 5 ! Armazene novamente ap0ds a utilizagdo para
os passos subsequentes.
15°Ca 30°C
Agua esterilizada Fornecido pelo 480 Nenhuma preparagdo necessaria.
utilizador
15°Ca 30°C
Etanol 100% Fornecido pelo 1.920 Prepare etanol 80%, conforme descrito abaixo.
utilizador
2°C 2 8°C Coloque a temperatura ambiente. Armazene
Resuspension Buffer CAIXA 5 32 novamente apds a utilizagdo para os passos
subsequentes.

2.  Prepare 80% de etanol fresco (2 lavagens por amostra) utilizando 1920 pL de etanol 100% e 480 uL de agua
esterilizada (inclui um volume em excesso).

3.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.

4. Reuna os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml necessarios.

NOTA: o processo demora aproximadamente 30 minutos.

5. Faga o pool de bibliotecas de amostra num tubo de 1,5 ml, de acordo com as instrugdes do livro de trabalho 1.0
Pooling de amostras.

6. Adicione o volume apropriado (1,8x o volume de amostra de pooling ou veja os calculos no livro de trabalho) de
Purification Beads bem homogeneizadas por vortice ao tubo de 1,5 ml que contém bibliotecas de pooling.

7. Homogeneize por vortice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos, 3 vezes.

8.  Centrifugue rapidamente o tubo.

9. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

10. Coloque o tubo num suporte magnético durante 1 minuto (até 2,5 minutos para bibliotecas de 96 amostras),
deixando as esferas agruparem-se junto ao iman. Se o sobrenadante permanecer turvo, mantenha-o no iman até
ficar transparente.

11. Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.

12. Mantendo o tubo no iman, lave duas vezes com etanol 80%:

a) Adicione 800 pL de etanol 80% a cada tubo,

b) Incube a temperatura ambiente durante 30 segundos,

c) Utilizando uma pipeta, aspire e elimine todo o sobrenadante,
d) Repita os passos a) a c) num total de 2 lavagens.

13. Remova todo o sobrenadante restante com uma pipeta P20.

14. Seque o tubo ao ar durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir que os restos de etanol se
evaporem.

15. Adicione 32 pulL de Resuspension Buffer a um tubo para eluir as bibliotecas.
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16. Homogeneize por vortice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos, 3 vezes.
17. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

18. Centrifugue rapidamente o tubo.
19. Coloque os tubos num suporte magnético durante 1 minuto, deixando as esferas agruparem-se nos tubos junto

ao iman.

20. Transfira 30 pL de sobrenadante para um novo tubo/faixa de PCR para hibridag3o.

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C

durante 1 semana, no maximo.

5.3 Hibridacao de sonda

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

Condicdes de Volume por - -
Reagente Preparagao necessaria
armazenamento pool (uL)
AlloSeq Tx -15°Ca-25°C R .
Probe Panel CAIXA 4 10 Coloque a temperatura ambiente.
Hybridisation 15°Ca-25°C quogue e'm Hyb'ex a 59 °C durante 15 minutos. If|o.moge|j\e|'ze por
50 vortice e inspecione visualmente. Se restar precipitado, incube a
Buffer 1 CAIXA 4 o . . .
50 °C durante 15 minutos adicionais.
Hybridisation 2°Ca 8°C R .
Buffer 2 CAIXA 5 10 Coloque a temperatura ambiente.

2. Homogeneize por vértice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
3. Relna os tubos/faixas de PCR e tampas necessarios.

NOTA: ndo existe um ponto de paragem segura antes do protocolo de captura. Os pools de amostra tém de avancar
imediatamente apds o passo de fixagdo de 62 °C da reagdo de termociclagem de hibridagdo para os passos de captura
de esfera e lavagem aquecida.

NOTA: a configuracdo deste processo demora aproximadamente 20 minutos e, no minimo, 2 horas e, no maximo,
18 horas no termociclador (reagdes deixadas de um dia para o outro ou até 18 horas tém de ser mantidas a uma
temperatura de 62 °C no passo de fixacdo final de reacdo).

4. Paracada reagdo de hibridagdo, combine os seguintes reagentes pela ordem indicada abaixo num tubo/faixa de

PCR:
Reagente Volume por pool (pL)
Pool de bibliotecas de amostra 30
AlloSeq Tx Probe Panel 10
Hybridisation Buffer 1 50
Hybridisation Buffer 2 10
Total 100

5. Com uma pipeta configurada para 70 L, efetue a pipetagem da mistura de cada pogo de reagdo de hibridagdo
10 vezes, sele e, em seguida, centrifugue.
6. Se asolugdo continuar turva, efetue a pipetagem da mistura mais 6-8 vezes.
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7. Coloque o tubo/faixa no termociclador e execute o programa de hibridac¢&o utilizando a tampa aquecida a 100 °C
e um volume de reagdo de 100 pL:

# | Passo Temperatura Tempo N.2 de ciclos
1 Desnaturagao | 98°C 5 minutos 1
) Reducao 1
gradual 98 °C - 62 °C, reduzindo 2 °C/ciclo 1 minuto
Avance para o passo 2 durante 18 ciclos adicionais (total de 19 ciclos) reduzindo 2 °C/ciclo.
Hibridacdo 62°C 90 minutos
5 Fixacdo final 62°C Fixacdo (ndo ultrapassar 18 horas a
62 °C, incluindo no passo n.2 4)

8. Deixe o tubo/faixa no termociclador até estar pronto para avancar para a captura. Assegure-se de que as esferas
de captura atingiram a temperatura ambiente e que o Capture Wash Buffer e o Hybex sdo aquecidos a 58 °C.

5.4 Captura

9. Relna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

Condigoes de Volume por ~ ..
Reagente Preparacao necessaria
armazenamento pool (uL)
2°Ca 8°C Coloque a temperatura ambiente durante, pelo
Capt B 2
apture Beads CAIXA 5 >0 menos, 30 minutos.
-15°Ca-25°C , . e
Capture Wash Buffer CAIXA 4 800 Pré-aqueca a 58 °C antes de utilizar.
. -15°Ca-25°C . .
Capture Elution Buffer 1 CAIXA 4 28.5 Coloque a temperatura ambiente.
15°Ca-25°C Coloque a tempera"(ura ar_n.blerlte.
2N NaOH CAIXA 4 1.5 Armazene novamente apds a utilizagao para os
passos subsequentes.
Capture Elution Buffer 2 2’Ccagc 4 Coloque a temperatura ambiente
P CAIXA 5 i P '

1. Prepare uma mistura de eluigdo master dos seguintes reagentes por pool a ser capturado:

Reagente Volume por pool (uL)
Capture Elution Buffer 1 28.5
2N NaOH (fresco) 1,5

NOTA: a solugdo de NaOH absorve rapidamente o CO2 da atmosfera, alterando o pH e o desempenho do reagente.
Assegure-se de que o tubo de 2N NaOH estd fechado quando ndo esta a ser utilizado.

2.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
3. Reuna os tubos de microcentrifugagdo de 1,5 ml, tubos/faixas de PCR e tampas necessarios.

NOTA: este processo demora aproximadamente 1 hora.

Para cada reacdo de hibridagdo, adicione 250 uL de Capture Beads a um tubo novo de 1,5 mL.

Transfira 100 ulL de cada reagdo de hibridagdo para o tubo respetivo com Capture Beads.

Homogeneize por vdrtice o tubo a alta velocidade durante 10 segundos, 3 vezes. Ndo centrifugue.

Incube o tubo no Hybex a 58 °C durante 15 minutos.

Centrifugue rapidamente o tubo.

Coloque imediatamente o tubo num suporte magnético durante 1 minuto, deixando as esferas agruparem-se
junto ao iman.

10. Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.

W e N U
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11.

Lave trés vezes com Capture Wash Buffer aquecido, conforme descrito abaixo:

NOTA: quando ndo estiver a ser utilizado, mantenha o Capture Wash Buffer no Hybex para manter uma temperatura
de 58 °C. Retire-o apenas imediatamente antes de adicionar a reagdo no passo 12b e 14. Trabalhe com rapidez
quando realizar os passos de lavagem aquecida, para minimizar o tempo durante o qual o pool/tamp&o da amostra
permanece a temperatura ambiente.

12.
13.
14.
15.

a) Retire otubo doiman,

b) Adicione 200 uL de Capture Wash Buffer (58 °C),

c) Homogeneize por vértice o tubo a alta velocidade durante 10 segundos, 3 vezes. Ndo centrifugue.

d) Incube o tubo no Hybex a 58 °C durante 5 minutos.

e) Centrifugue e coloque imediatamente o tubo num suporte magnético de 1,5 ml durante 1 minuto, deixando
as esferas agruparem-se junto ao iman.

f)  Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.

g) Repita os passos a) a f) mais duas vezes, num total de 3 lavagens.

Retire o tubo do iman.

Adicione 200 pL de Capture Wash Buffer aquecido (58 °C).

Homogeneize por vortice o tubo a alta velocidade durante 10 segundos, 3 vezes. Ndo centrifugue.
Transfira todos os conteldos (solugdo e esferas de lavagem) para um novo tubo de 1,5 mL.

NOTA: este passo de transferéncia é essencial para remover os inibidores de PCR que podem afetar o desempenho a

jusante.

16. Incube o tubo no Hybex a 58 °C durante 5 minutos.

17. Centrifugue imediatamente e coloque o tubo num suporte magnético durante 1 minuto, deixando as esferas
agruparem-se junto ao iman.

18. Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.

19. Centrifugue de forma rdpida e coloque imediatamente o tubo num suporte magnético durante 1 minuto,
deixando as esferas agruparem-se junto ao iman.

20. Utilizando uma pipeta P20, aspire e elimine o sobrenadante restante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.

21. Homogeneize por vortice a mistura de eluigdo master preparada anteriormente e, em seguida, retire o tubo de
reacao do iman e adicione 23 plL de mistura de eluigdo master a cada tubo.

22. Homogeneize por vértice o tubo a alta velocidade durante 10 segundos, 3 vezes.

23. Incube a temperatura ambiente durante 2 minutos.

24. Centrifugue rapidamente o tubo.

25. Coloque o tubo num suporte magnético durante 1 minuto, deixando as esferas agruparem-se junto ao iman.

26. Transfira 21 pL de sobrenadante para um novo tubo/faixa de PCR.

27. Adicione 4 puL de Capture Elution Buffer 2.

28. Efetue a pipetagem da mistura 6-8 vezes. O volume final é de 25 pL.

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C
durante 24 horas, no maximo.

5.5 PCR de pés-enriquecimento

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
Condigoes de Volume por ~ ..
Reagente Preparagao necessaria
armazenamento pool (pL)

. -15°Ca-25°C Descongele em gelo. Inverta para misturar e, em
PCRP 5 . . .

rimers CAIXA 4 seguida, centrifugue durante breves instantes.
PCR Mix (ou PCR Mix-2 -15°Ca-25°C 20 Descongele a temperatura ambiente e, em seguida,
para kits de 96) CAIXA 4 coloque em gelo.
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2.
3.

Homogeneize por vértice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
Reuna os tubos de PCR necessarios com bibliotecas de captura do passo 5.4 Captura.

NOTA: este processo demora aproximadamente 5 minutos a configurar, 1:40 horas no termociclador.

© No ke

Adicione 5 uL de PCR Primers as bibliotecas capturadas no tubo de PCR.

Adicione 20 pL de PCR Mix ao tubo.

Efetue a pipetagem da mistura 10 vezes.

Centrifugue rapidamente o tubo.

Coloque o tubo/faixa no termociclador e execute o programa de PCR de pds-enriquecimento utilizando a tampa
a aquecida a 105 °C e um volume de reacdo de 50 pL:

# Passo Temperatura Tempo Numero de ciclos
1 Desnaturagao 98°C 30 segundos 1

2 Desnaturacgao 98°C 1 minuto

3 Hibridacdo 60°C 30 segundos 17

4 Extensdo 72°C 3 minutos

5 Extensdo final 72°C 5 minutos 1

6 Fixagdo final 10°C Fixacao 1

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °Ce -25 °C
durante 1 semana, no maximo.

NOTA: se avancar imediatamente para a purificagdo, assegure-se de que as Purification Beads sdo colocadas a
temperatura ambiente antes da utilizagdo.

5.6 Purificacdao do PCR de pds-enriquecimento

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
Condigoes de Volume por - -
Reagente Preparag¢ao necessaria
armazenamento pool (uL)
Purification Beads . R R .
I . 2°Ca8°C Coloque a temperatura ambiente durante,
(Purification Beads-2 para kit de 27 .
96) CAIXA 5 pelo menos, 30 minutos.
15°Ca 30°C
Agua esterilizada Fornecido pelo 80 Nenhuma preparagdo necessaria.
utilizador
15°Ca 30°C
. Prepare etanol 80%, conforme descrito
Etanol 100% Fornecido pelo 320 P >
. abaixo.
utilizador
2°C 2 8°C Coloque a temperatura ambiente. Armazene
Resuspension Buffer CAIXA 5 32 novamente apds a utilizagdo para os passos
subsequentes.
2.  Prepare 80% de etanol fresco (2 lavagens por amostra) utilizando 480 uL de etanol 100% e 120 plL de dgua
esterilizada (inclui um volume em excesso).
3.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
4. Reuna os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml necessarios.

NOTA: o processo demora aproximadamente 30 minutos.

5.

Para cada reacgdo de purificacdo, adicione 27 puL de Purification Beads bem homogeneizadas por vértice a um
tubo novo de 1,5 ml.

Transfira 45 pL de cada reacdo de PCR de pds-enriquecimento para o tubo respetivo com Purification Beads.
Homogeneize por vortice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos, 3 vezes.

Centrifugue rapidamente o tubo.
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10.
11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.

20.

Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Coloque o tubo num suporte magnético durante 1 minuto ou até que as esferas se agrupem junto ao iman.
Utilizando uma pipeta, aspire e elimine o sobrenadante, deixando as esferas no tubo junto ao iman.
Mantendo o tubo no iman, lave duas vezes com etanol 80%:

a) Adicione 200 pL de etanol 80% a cada tubo,

b) Incube a temperatura ambiente durante 30 segundos,

c) Utilizando uma pipeta, aspire e elimine todo o sobrenadante,

d) Repita os passos a) a c) num total de 2 lavagens.

Remova todo o sobrenadante restante com uma pipeta P20.

Seque o tubo ao ar durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir que os restos de etanol se
evaporem.

Retire o tubo do iman e adicione 32 pL de Resuspension Buffer a cada tubo para eluir os fragmentos-alvo.
Homogeneize por vortice cada tubo a alta velocidade durante 10 segundos, 3 vezes.

Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Centrifugue rapidamente o tubo.

Coloque os tubos num suporte magnético durante 1 minuto, deixando as esferas agruparem-se nos tubos junto
ao iman.

Transfira 30 pL de sobrenadante para um novo tubo de 1,5 ml, para armazenamento.

NOTA: Ponto de paragem segura. As bibliotecas podem ser armazenadas a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C
durante 1 més, no maximo.

5.7 Quantificacao Qubit

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:
CondigGes de Volume por - -
Reagente Preparac¢ao necessaria
armazenamento pool (pL)
~25°Cas0c Nenhuma preparagdo
Tampao Qubit BR Fornecido pelo 199 P . p ¢
s necessaria.
utilizador
~25°Cas0c Nenhuma preparagdo
Corante Qubit BR Fornecido pelo 1 P , p ¢
. necessaria.
utilizador
2’cag’c Coloque a temperatura
Padrdo BR #1 Fornecido pelo 10 : . P
. ambiente.
utilizador
2’cag’c Coloque a temperatura
Padrao BR #2 Fornecido pelo 10 9 . P
s ambiente.
utilizador
2. Relna os tubos Qubit e o tubo de 1,5 ml ou 5 ml necessarios para a preparagdo da solugdo de trabalho,
dependendo do volume necessario.
3.  Prepare dois tubos de ensaio para os padrdes e um para cada pool.
4.  Prepare a solugdo de trabalho Qubit de 200 pL utilizando 199 pL de tampdo Qubit e 1 pL de corante Qubit por
amostra/padrdo a ser quantificado.
5. Homogeneize por vortice a solugdo de trabalho durante 2-3 segundos e, em seguida, centrifugue.
6. Aliquota 190 pL de solugdo de trabalho por cada tubo padrao.
7. Aliquota 198 pL de solugdo de trabalho por cada tubo de pool.
8. Aliquota 10 pL de solugdo padrdo por cada tubo padrao respetivo.
9. Aliquota 2 pL de cada pool pelo respetivo tubo.
10. Homogeneize por vértice todos os tubos durante 2-3 segundos e, em seguida, centrifugue.
11. Incube os tubos durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Pagina 39 de 54 Para utilizagdo em diagndstico in-vitro



12. Insira os tubos no Fluorémetro Qubit e efetue as leituras (consulte o protocolo do fabricante Qubit para obter
mais informacdes).
13. Registe as leituras Qubit na tabela do livro de trabalho para calcular a concentragdo média.

5.8 Visualizacao TapeStation (opcional)

NOTA: mediante uma valida¢do do utilizador, podem ser utilizados sistemas alternativos para visualizagdo de
fragmento, tais como o Fragment Analyzer, o Bioanalyzer ou semelhantes.

1. Reuna os reagentes necessarios (volume especificado na tabela abaixo) e prepare de acordo com a tabela:

CondigGes de Volume por - L.
Reagente Preparacao necessaria
armazenamento pool (uL)
2’cag’c Coloque a temperatura
D1000 Ladder Fornecido pelo 1 g . P
s ambiente.
utilizador
2’cag’c Coloque a temperatura
D1000 Sample Buffer Fornecido pelo 3 q . P
. ambiente.
utilizador
2. Relna o ScreenTape D1000 necessario, as tampas e as faixas oticas de tubo TapeStation.
3. Transfira 1 pL de cada pool para um novo tubo.
4. Adicione 1 pL de D1000 Ladder a um tubo de referéncia.
5. Adicione 3 uL de tampdo de amostra D1000 a cada tubo de pool e tubo de referéncia.
6. Sele todos os tubos com tampas.
7. Homogeneize por vortice com uma placa IKA a 2000 rpm durante 1 minuto.
8.  Centrifugue durante breves instantes para garantir que todas as amostras se encontram no fundo dos tubos.
9. Destape e carregue os tubos de amostra no instrumento 2200 TapeStation.
10. Selecione os tubos necessarios no 2200 TapeStation Controller Software e execute as amostras (consulte o
manual do utilizador do TapeStation para obter mais informagdes).
11. Quando a execucdo estiver concluida, inicie o TapeStation Analysis Software para ver os resultados (consulte o
manual do utilizador do TapeStation para obter mais informacgdes).
12. Registe as leituras na tabela do livro de trabalho.

Pagina 40 de 54 Para utilizagdo em diagndstico in-vitro



5000 4

4000 4

3000 4

2000 4

Sample Intensity [Normalized FU]

1000 4 e

Size
[bp]

1500 ]

2

=

1000

n e 2 2 5
2 2 E =

Figura 5.8.1: Imagem representativa do traco TapeStation para pool de biblioteca enriquecida final.

6. Sequenciacao
6.0 Introduc¢do ao protocolo

As bibliotecas AlloSeq Tx sdo validadas para uma sequenciagao realizada em sequenciadores lllumina, incluindo MiSeq,
MiniSeq ou iSeq, em que os dados de sequéncia resultantes sdo produzidos em formato de ficheiro fastq. O niumero de
amostras adicionadas a cada pool enriquecido determinardo a célula de fluxo do sequenciador necessaria, conforme
apresentado na secgdo 1.3 Conteudo de gene-alvo do AlloSeq Tx das presentes instrugGes de utilizagdo.

e Siga o protocolo AlloSeq Tx abaixo pela ordem indicada utilizando os parametros especificados.

e Antes de continuar, confirme os conteudos do kit e certifique-se de que estd presente o equipamento e os
consumiveis necessarios.

e Para maior facilidade de utilizagdo, os passos da Sequenciagdo também sdo descritos no Livro de trabalho de pooling
precoce CE IVD IFU095-5_AlloSeq Tx (Fluxo de trabalho Pooling precoce) eLivro de trabalho de sequenciagéo CE IVD
IFU095-3_AlloSeq Tx (Fluxo de trabalho Original). As referéncias ao livro de trabalho constantes no Capitulo 6 dizem
respeito a estes livros de trabalho.

e Os sequenciadores devem ser carregados de acordo com o protocolo do instrumento, conforme indicado nas
instrucdes abaixo.

e Se utilizar um instrumento MiSeq, recomenda-se realizar a lavagem de branqueamento da linha do modelo
(hipoclorito de sédio) de acordo com as instrugdes do manual do utilizador do MiSeq para obter o desempenho ideal.

NOTA: o ficheiro .csv formatado de importagdo de amostra de sequenciagdo Illumina pode ser gerado e guardado
conforme descrito no Livro de trabalho de pooling precoce CE IVD IFU095-5 AlloSeq Tx (Folha de calculo “1.0
Sample_Prep”), do “1.2 SampleSheet” (Fluxo de trabalho Pooling precoce) ou Livro de trabalho de preparagdo de
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biblioteca CE IVD IFU095-1_AlloSeq Tx (Folha de célculo “1.0 Sample_Prep”), do “1.2 SampleSheet” (Fluxo de trabalho
Original).

6.1 Preparacgao de PhiX

1. Reuna os reagentes necessarios e prepare de acordo com a tabela:

CondigGes de ~ ‘.
Reagente Preparagao necessaria
armazenamento
-15°Ca-25°C
PhiXa 10 nM .5 a-2> . Descongele e mantenha em gelo.
Fornecido pelo utilizador
-15°Ca-25°C R .
2N NaOH CAIXA 4 Coloque a temperatura ambiente.
Agua esterilizada 157Ca 30°C Nenhuma preparagdo necessaria
& Fornecido pelo utilizador preparac ’
Resuspension Buffer 2’cas’c Coloque a temperatura ambiente
P CAIXA 5 q P :
HT1 -15°Ca-25°C
(com cartucho de . . Descongele e mantenha em gelo.
. Fornecido pelo utilizador
sequenciagdo)

2.  Prepare uma solucdo de trabalho 0.2 NaOH utilizando 45 plL de dgua esterilizada e 5 uL de 2N NaOH.

NOTA: a solugdo de NaOH absorve rapidamente o CO2 da atmosfera, alterando o pH e o desempenho do reagente.
Assegure-se de que o tubo de 2N NaOH estd fechado quando ndo esta a ser utilizado.

3.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.
4. Reuna os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml necessarios.

6.1.1 Diluir e desnaturar PhiX para execucdes MiSeq e MiniSeq

Adicione 3 uL de Resuspension Buffer a um tubo novo.

Adicione 2 plL de PhiXa 10 nM ao tubo.

Adicione 5 pL de solucdo de trabalho 0.2N NaOH (conforme diluido acima) ao tubo.
Homogeneize por vortice e centrifugue o tubo.

Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Adicione 990 pL de HT1 pré-refrescado ao tubo com PhiX desnaturado.

Inverta para misturar (NAO homogeneize por vértice) e, em seguida, centrifugue o tubo.

NouhkwneE

NOTA: isto resulta em 1 ml de PhiX a 20 pM pronto para utilizagdo em execugbes MiSeq. Para execugdes MiniSeq,
realize a dilui¢do adicional configurada para 5 pM, descrito abaixo. O PhiX desnaturado pode ser armazenado a uma
temperatura entre -15 °C e -25 °C durante 1 més, no maximo.

6.1.2 Para execuc¢des MiniSeq, diluir adicionalmente o PhiXa 5 pM

1. Introduza o volume de diluicdo pretendido no livro de trabalho para calcular a diluicdo apropriada para o PhiX.
Dilua o PhiX a 5 pM combinando o volume de reagente (consulte o livro de trabalho) num tubo de
microcentrifugacao.

3. Inverta para misturar (NAO homogeneize por vértice) e, em seguida, centrifugue o tubo.

NOTA: o PhiX desnaturado pode ser armazenado a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C durante 1 més, no maximo.
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6.1.3 Para execucgdes iSeq, diluir o PhiX a 20 pM (sem desnaturacao)

1.

3.

Introduza o volume de diluigdo pretendido no livro de trabalho para calcular a dilui¢do apropriada para o PhiX.
Dilua o PhiX a 20 pM combinando o volume de reagente (consulte o livro de trabalho) num tubo de
microcentrifugagao.

Inverta para misturar (NAO homogeneize por vértice) e, em seguida, centrifugue o tubo.

NOTA: o PhiX desnaturado pode ser armazenado a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C durante 1 més, no maximo.

6.2 Diluir e desnaturar para MiSeq

1.

ReuUna os reagentes necessarios e prepare de acordo com a tabela:

Condigoes de

Preparagdo necessaria
armazenamento

Reagente

Pool de amostra enriquecida
AlloSeq Tx

-15°Ca-25°C
Preparado pelo Descongele e mantenha em gelo.
utilizador

2N NaOH Coloque a temperatura ambiente.

-15°Ca-25°C
CAIXA 4

Agua esterilizada Fornecido pelo Nenhuma preparagdo necessaria.

15°Ca 30°C

utilizador

HT1 (com cartucho MiSeq) Fornecido pelo Descongele e mantenha em gelo.

-15°Ca-25°C

utilizador

Resuspension Buffer

2°Ca8°C

CAIXA 5 Coloque a temperatura ambiente.

PhiX a 20 pM (previamente diluido) Fornecido pelo Descongele e mantenha em gelo.

-15°Ca-25°C

utilizador

2.

Prepare uma solugdo de trabalho 0.2N NaOH utilizando 45 pL de agua esterilizada e 5 pL de 2N NaOH.

NOTA: a solugdo de NaOH absorve rapidamente o CO2 da atmosfera, alterando o pH e o desempenho do reagente.
Assegure-se de que o tubo de 2N NaOH estd fechado quando ndo esta a ser utilizado.

3.
4.
5.

7.
8.
9.

10.
11.
12.
13.

Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.

Reuna os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml necessarios.

Introduza a concentragdo de pool de amostra enriquecida, o tamanho do fragmento (espera-se
aproximadamente 800 bp) e o volume total pretendido (recomenda-se 30 uL) a 4 nM no livro de trabalho, para
calcular a diluicdo apropriada para a biblioteca.

Dilua o pool de amostra a 4 nM combinando os reagentes (consulte o livro de trabalho) num tubo de
microcentrifugacao.

Homogeneize por vortice e centrifugue o pool de amostra diluida antes de continuar a utilizar.
Adicione 5 pL de pool de amostra enriquecida a 4 nM a um tubo novo.

Adicione 5 pL de solucdo de trabalho 0.2N NaOH (conforme diluido acima) ao tubo.

Homogeneize por vortice e centrifugue o tubo.

Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Adicione 990 pL de HT1 pré-refrescado ao tubo com o pool de amostra enriquecida desnaturada.
Inverta para misturar (NAO homogeneize por vértice) e, em seguida, centrifugue o tubo.

NOTA: isto resulta em 1 ml de pool de amostra a 20 pM. Os pools podem ser armazenados a uma temperatura entre -
15 °Ce -25 °C durante 1 més, no maximo.
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14. Introduza o numero de pools a serem combinados para sequenciagdo, a concentracao de carregamento
(recomendados 12 pM), a percentagem pretendida de pico de PhiX (recomendado, no minimo, 1%) e o volume
de carregamento (no minimo, 600 L) no livro de trabalho, para calcular a diluigdo apropriada para a biblioteca.

15. Dilua o pool de amostra para a concentragdo de carregamento combinando os reagentes (consulte o manual de
instrugdes) num tubo de microcentrifugagdo.

16. Inverta para misturar (NAO homogeneize por vértice) e, em seguida, centrifugue o tubo.

17. Coloque a parte em gelo até estar pronto para carregar no cartucho de reagente MiSeq para sequenciagdo.

NOTA: os pools podem ser armazenados a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C durante 48 horas, no maximo, antes
da sequenciagdo.

18. Avance para o carregamento de MiSeq de acordo com o protocolo do instrumento.

6.3 Diluir e desnaturar para MiniSeq

1. Relna os reagentes necessarios e prepare de acordo com a tabela:

Condigoes de - ..
Reagente Preparag¢ao necessaria
armazenamento
-15° -25°
Pool de amostra enriquecida > caz2sc Descongele e mantenha em
AlloSeq Tx Preparado pelo elo
q utilizador gelo.
-15°Ca-25°C Coloque a temperatura
2N NaOH CAIXA 4 ambiente.
15°Ca 30°C Nenhuma preparagdo
Agua esterilizada Fornecido pelo P , p ¢
. necessaria.
utilizador
-15° -25°
HT1 (com cartucho de > C.a > C Descongele e mantenha em
sequenciagao) Fornecido pelo elo
g ¢ utilizador g€l0-
. 2°Ca 8°C Coloque a temperatura
Resuspension Buffer CAIXA 5 ambiente.
15°Ca 30°C Nenhuma preparagao
200 mM Tris-HCI, pH 7,0 Fornecido pelo P . p ¢
. necessaria.
utilizador
-15° -25°
PhiX a 5 pM (previamente > C.a >C Descongele e mantenha em
Lo Fornecido pelo
diluido) . gelo.
utilizador

2. Prepare uma solucdo de trabalho 0.1N NaOH utilizando 95 uL de agua esterilizada e 5 puL de 2N NaOH.

NOTA: a solugdo de NaOH absorve rapidamente o CO2 da atmosfera, alterando o pH e o desempenho do reagente.
Assegure-se de que o tubo de 2N NaOH estd fechado quando ndo esta a ser utilizado.

3.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.

4. Reuna os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml necessarios.

5. Introduza a concentragdo de pool de amostra enriquecida, o tamanho do fragmento (espera-se
aproximadamente 800 bp) e o volume total pretendido (recomenda-se 100 pL) a 1 nM no livro de trabalho,para
calcular a diluicdo apropriada para a biblioteca.

6. Dilua o pool de amostra a 1 M combinando os reagentes (consulte o manual de instrugdes) num tubo de
microcentrifugacao.

7. Homogeneize por vortice e centrifugue o pool de amostra diluida antes de continuar a utilizar.

Adicione 5 pL de pool de amostra enriquecida a 1 nM a um tubo novo.

9. Adicione 5 pL de solucdo de trabalho 0.1N NaOH (conforme diluido acima) ao tubo.

®
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10.
11.
12.
13.
14.
15.

Homogeneize por vértice e centrifugue o tubo.
Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Adicione 5 puL de 200 mM Tris-HCI, a pH 7,0.

Homogeneize por vortice e centrifugue o tubo.

Adicione 985 pL de HT1 pré-refrescado ao tubo com o pool de amostra enriquecida desnaturada.

Inverta para misturar (NAO homogeneize por vértice) e, em seguida, centrifugue o tubo.

NOTA: isto resulta em 1 ml de pool de amostra a 5 pM. Os pools podem ser armazenados a uma temperatura entre -
15 °Ce -25 °C durante 1 més, no maximo.

16.

17.

18.
19.

Introduza o numero de pools a serem combinados para sequencia¢do, a concentragdo de carregamento
(recomendado 1,6 pM), a percentagem pretendida de pico de PhiX (recomendado, no minimo, 1%) e o volume
de carregamento (no minimo, 500 pL) no livro de trabalho, para calcular a diluigdo apropriada para a biblioteca.
Dilua o pool de amostra para a concentracdo de carregamento combinando os reagentes (consulte o manual de
instrugdes) num tubo de microcentrifugagao.

Inverta para misturar (NAO homogeneize por vértice) e, em seguida, centrifugue o tubo.

Coloque a parte em gelo até estar pronto para carregar no cartucho de reagente MiniSeq para sequenciagdo.

NOTA: os pools podem ser armazenados a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C durante 48 horas, no maximo, antes

da sequenciagdo.

20.

Avance para o carregamento de MiniSeq de acordo com o protocolo do instrumento.

6.4 Diluir para iSeq

1.

Reuna os reagentes necessarios e prepare de acordo com a tabela:

Condigoes de - ..
Reagente Preparag¢ao necessaria
armazenamento
. . -15°Ca-25°C
Pool de amostra enriquecida Descongele e mantenha em
Preparado pelo
AlloSeq Tx I gelo.
utilizador
. 2°Ca 8°C Coloque a temperatura
Resuspension Buffer .
P CAIXA 5 ambiente.
. . -15°Ca-25°C
PhiX a 20 pM (previamente . Descongele e mantenha em
Lo Fornecido pelo
diluido) . gelo.
utilizador

2.  Homogeneize por vortice e centrifugue todos os reagentes antes de utilizar.

3. Relna os tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml necessarios.

4. Introduza a concentrac¢do de pool de amostra enriquecida, o tamanho do fragmento (espera-se
aproximadamente 800 bp) e o volume total pretendido (recomenda-se 100 pL) a 1 nM no livro de trabalho, para
calcular a diluigao apropriada para a biblioteca.

5. Dilua o pool de amostra a 1 nM combinando os reagentes (consulte o manual de instrug¢ées) num tubo de
microcentrifugacao.

6. Homogeneize por vortice e centrifugue o pool de amostra diluida antes de continuar a utilizar.

7. Introduza o nimero de pools a combinar para sequenciagdo, a concentra¢do de carregamento (recomenda-se
200 pM), a percentagem pretendida de pico de PhiX (recomenda-se, no minimo, 1%) e o volume de
carregamento (no minimo, 100 pL) no livro de trabalho, para calcular a diluicdo apropriada para a biblioteca.

8. Dilua o pool de amostra para a concentragdo de carregamento combinando os reagentes (consulte o manual de
instrucdes) num tubo de microcentrifugacéo.

9. Inverta para misturar (NAO homogeneize por vértice) e, em seguida, centrifugue o tubo.

10. Coloque a parte em gelo até estar pronto para carregar no cartucho de reagente iSeq para sequenciagao.

Pagina 45 de 54 Para utilizagdo em diagndstico in-vitro



NOTA: os pools podem ser armazenados a uma temperatura entre -15 °C e -25 °C durante 48 horas, no maximo, antes
da sequenciagdo.

11. Avance para o carregamento de 20 ulL de pool de amostra diluida no cartucho iSeq de acordo com o protocolo
do instrumento.

7. Analise de sequéncia

Os ficheiros Fastq resultantes devem ser analisados utilizando o software AlloSeq Assign. Os procedimentos para
utilizagdo do software AlloSeq Assign podem ser consultados nas Instrugbes de utilizagdo do Assign CE IVD
IFU094_AlloSeq.

8. Guia de resolucao de problemas

PROBLEMA

CAUSA(S) POSSIVEL(EIS)

Resolugao

Baixo ou nenhum rendimento
da preparacdo de biblioteca
(detetado pela quantificacdo
Qubit)

ADN introduzido de ma
qualidade ou baixa
concentragao

Avalie a qualidade do ADN através de eletroforese em
gel. O ADN intacto deve ser de aprox. 3 kb com
poucos ou nenhuns sinais de borrdo no gel. Volte a
extrair o ADN e repita o procedimento, se possivel.

Tipo incorreto de amostra
primdria utilizado.

Evite utilizar amostras de sangue total com heparina.
Volte a extrair o ADN de sangue total preservado ACD
ou EDTA e repita o procedimento, se possivel.

Bibliotecas perdidas durante
a captura

Consulte o protocolo. Assegure que sao realizados
corretamente os passos de purificagdo que retém o
sobrenadante e que eliminam o sobrenadante.
Assegure que a concentracdo de etanol é a correta.
Utilizar apenas agua ou conteido com agua em
excesso podera eluir o ADN prematuramente.

Bibliotecas ndo eluidas de
esferas de captura

Consulte o protocolo. Assegure uma ordem correta
dos tampdes de elui¢do utilizados.

Assegure uma remogao adequada dos
reagentes/tampdes antes da ressuspensdo e da
eluigdo.

Evite uma secagem excessiva do ADN ou dos pellets
de ADN ligados as esferas durante os passos de
secagem. Uma secagem prolongada dos pellets de
ADN pode impedir a ressuspensdo e o rendimento
subsequente.

Falha da adi¢do de reagentes
essenciais (ou seja, esfera,
primer de indice, mistura de
PCR master, etc.) ou falha na

Consulte o protocolo. Assegure que os reagentes
foram adicionados pela ordem correta e no volume
correto. Verifique se o volume de reagente residual
é excessivo. Repita o procedimento, se indicado.

utilizagao pela ordem

correta.

Incubagdo incorreta  ou | Reveja as condi¢des do termociclador:
condi¢Ges ciclagem | Programa de tagmentacdo

incorretas Programa de PCR de indexagao

Baixo ou nenhum rendimento
de enriquecimento (detetado
pela quantificagdo Qubit)

Bibliotecas perdidas durante
a captura

Reveja o protocolo e assegure que sdo realizados
corretamente 0s passos que requerem a retengdo de
sobrenadante e a eliminacdo de sobrenadante.
Assegure que as Purification Beads diluidas tém a
concentracdo correta e que sdo utilizadas as
Purification Beads ndo diluidas (ndo residuos de
esferas diluidas) apds a sele¢cdo do tamanho.
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PROBLEMA

CAUSA(S) POSSIVEL(EIS)

Resolugao

As bibliotecas ndo foram
eluidas a partir das esferas
de captura

Assegure uma ordem correta dos tampdes de eluicdo
utilizados.

Assegure uma remogao adequada dos
reagentes/tampdes antes da ressuspensdo e da
eluigdo.

Evite uma secagem excessiva do ADN ou dos pellets
de ADN ligados as esferas durante os passos de
secagem. Uma secagem prolongada dos pellets de
ADN pode reduzir a capacidade de ressuspensdo da
solucdo e o rendimento subsequente.

Incubagdo incorreta ou
condi¢Ges ciclagem
incorretas

Reveja as condigdes do termociclador:
Programa de hibridacdo
Programa de PCR de pds-enriquecimento

Fragmentos de tamanho
incorreto apds preparagdo ou
enriquecimento da biblioteca
(detetados através da analise
de fragmento)

Razdo incorreta de amostra
em relacdo as Purification
Beads.

Repita o protocolo. Assegure que é utilizada uma
concentragdo de esferas correta durante a selegédo do
tamanho e os passos de purificacdo do protocolo.

A sequenciagdo falhou

Verifique se o protocolo foi seguido.
Consulte o respetivo manual do utilizador do modelo
de sequenciador utilizado.

Baixa cobertura para loci alvo
no Assign, apesar do elevado
rendimento de
enriquecimento.

Fragmentos ndo especificos
capturados devido a uma
temperatura mais baixa
durante os passos de
captura e lavagem aquecida.

Assegure que o Hybex utilizado nos passos de
lavagem aquecida é calibrado e conservado.
Trabalhe com rapidez durante os passos de lavagem
aquecida para garantir que a temperatura do pool
ndo diminui substancialmente.

0.

Informacao de suporte

O protocolo descrito neste manual pressupGe que reviu os contelddos desta sec¢do e que confirmou e obteve todos os

equipamentos e consumiveis necessarios.

Licenca

Os kits AlloSeq Tx contém reagentes Nextera Flex for Enrichment, que sdo fabricados pela lllumina Inc. para distribuicdo

pela CareDx Pty Ltd.

Consumiveis e equipamentos necessarios, mas nao fornecidos

Os consumiveis e equipamentos indicados abaixo sdo necessarios para a realizagao do ensaio, mas ndo estdo incluidos

no kit AlloSeq Tx.

O protocolo foi otimizado e validado através dos itens apresentados. Um desempenho comparavel ndo é garantido

guando sdo utilizados consumiveis e equipamentos alternativos.

Fornecedor/N.2 de catalogo
Sigma-Aldrich, W3500

Fornecedor geral de laboratério

Thermo Fisher Scientific, Q32850 ou Q32853
Thermo Fisher Scientific, Q32856

Agilent Technologies, 5067-5584

Consumivel

Agua de classe PCR

Etanol absoluto para biologia molecular
Kit de ensaio Qubit™ dsDNA BR
Tubos de ensaio Qubit™

D1000 ScreenTape (opcional)
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Fornecedor/N.2 de catalogo
Agilent Technologies, 5067-5585
Agilent Technologies, 5067-5150
Vedante de pelicula para placas de 96 pogos (opcional) Agilent Technologies, 5067-5154
Agilent Technologies, 401428
Tampas para faixas Oticas para tubo (8 x faixas) (opcional) Agilent Technologies, 401425

Consumivel

D1000 Reagents (opcional)

Placas de amostra de 96 pogos (opcional)

Faixas Oticas para tubo (8 x faixas) (opcional)

Um dos seguintes kits de reagente de sequenciacao:

e  MiSeq V2 Standard (300 ciclos)

e  MiSeq V2 Micro (300 ciclos)

e  MiSeq V2 Nano (300 ciclos)

e  MiniSeq Mid Output Kit (300 ciclos)
e iSeq 100 il Reagent v2 (300 ciclos)

° lllumina, MS-102-2002
° lllumina, MS-103-1002
e [llumina, MS-103-1001
e |llumina, FC-420-1004
° lllumina, 20031371

PhiX Control v3

Illumina, FC-110-3001

Pontas de pipeta de barreira de 20 pl

Fornecedor geral de laboratério

Pontas de pipeta de barreira de 200 pl

Fornecedor geral de laboratério

Pontas de pipeta de barreira de 1000 pl

Fornecedor geral de laboratério

Tubos de microcentrifugacdo de 1,5 ml

Fornecedor geral de laboratério

Tubos de 5 ml

Fornecedor geral de laboratério

Tubos cénicos de centrifugagdo de 15 ml

Fornecedor geral de laboratério

Reservatdrios de reagentes de 25 ml

Fornecedor geral de laboratério

Faixas de 8 tubos de PCR de 0,2 ml com tampas

Fornecedor geral de laboratério

Placas de PCR de 96 pogos

Fornecedor geral de laboratério

Vedantes adesivos Microseal “B”

Bio-Rad, MSB1001

Placa de armazenamento (placa MIDI, sé no fluxo de
trabalho Original) de pogo profundo em polipropileno de

0,8 ml de 96 pogos Abgene™

Thermo Fisher, ABO859 ou AB0765

Hipoclorito de sddio (NaOCI) para lavagem apds a
execugao da sequenciagdo (opcional)

Sigma, 239305

Equipamento

Fornecedor/N.2 de catalogo

Pipeta de 20 pl

Fornecedor geral de laboratério

Pipeta de 200 pl

Fornecedor geral de laboratério

Pipeta de 1000 pl

Fornecedor geral de laboratério

Pipetas multicanal de 20 pl

Fornecedor geral de laboratério

Pipetas multicanal de 200 pl

Fornecedor geral de laboratério

Microcentrifugadora

Fornecedor geral de laboratério

Centrifugadora de microplaca

Fornecedor geral de laboratério

Sistema por vortice

Fornecedor geral de laboratério

Rolo de pelicula vedante

Fornecedor geral de laboratério

Index Fixture Plate

Illumina, FC-130-1005

Um dos seguintes suportes magnéticos:
e iman DynaMag™-2
e  Rack de separagdo MagJET, 2 tubos de 1,5 ml

Thermo Fisher, 12321D
Thermo Fisher, MRO1

Magnetic Stand-96

Thermo Fisher, AM10027

BioShake iQ ou
BioShake XP

BioShake iQ, 1808-0506
BioShake XP, 1808-0505

Agilent 2200 TapeStation System (opcional)

Agilent Technologies

Fluorémetro Qubit

Thermo Fisher

Um dos seguintes termocicladores de 96 pogos:
e  Termociclador de 96 pogos Veriti™
e  Termociclador Eppendorf

Thermo Fisher, 4375786
Eppendorf, 6325000560

Sistema Hybex

SciGene, 1057-30-2

Bloco de tubos de 1,5 ml Hybex. (32 tubos de 1,5 ml).

SciGene, 1057-34-0

Um dos seguintes sequenciadores:
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Consumivel Fornecedor/N.2 de catalogo

e [llumina MiSeq Illumina, SY-410-1003
e [llumina MiniSeq [llumina, SY-420-1001
e [lluminaiSeq Illumina, 20021532
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10. Informacodes de contacto

Fabricante:
CareDx Pty Ltd,
20 Collie Street, Fremantle, WA, Australia, 6160.
Tel.: +61-8-9336-4212
E-mail: orders-aus@caredx.com
Website: http://www.caredx.com

Distribuido por:
Asia-Pacifico (APAC)
CareDx Pty Ltd,
20 Collie Street, Fremantle, WA, Australia, 6160.
Tel.: +61-8-9336-4212
E-mail: orders-aus@caredx.com
Website: http://www.caredx.com

Europa, Médio Oriente e Africa (EMEA)
CareDx AB,

Franzéngatan 5, SE-112 51 Estocolmo, Suécia.
Tel.: +46-8-508 939 00

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Website: http://www.caredx.com/

América

CareDx Lab Solutions Inc.,

901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel.: 1-877-OLERUP1

Fax: 610-344-7989

Email: orders-us@caredx.com

Website: http://www.caredx.com

Assisténcia técnica e comunicagdo de incidentes graves:
E-mail: techsupport-global@caredx.com

Qualquer incidente grave que tenha ocorrido relacionado com o dispositivo deve ser comunicado ao fabricante e a
autoridade competente do Estado-Membro onde o utilizador e/ou o paciente estd estabelecido

Para obter mais informacdes, visite o website da CareDx (https://www.caredx.com/contact-us/).

Produtos relacionados:
IVD com marcacao CE:
AlloSeq Assign
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Historico de método

Versao | Data Modificacao Autorizado
por

1.0 19Feb20 | Primeira versdo das Instrugdes de utilizagdo do AlloSeq Tx com marcagdo CE. Editado por | L. Westwood
E. Naughton em 19fev20

1.1 28Apr20 | Adicionou a secgdo de limitagGes «O ensaio AlloSeq Tx sequencia fragmentos de ADN L. Westwood
com um tamanho médio de 700 bp, o que significa que polimorfismos com um
distanciamento superior a 700 bp ndo podem ser faseados, o que pode resultar em
ambiguidades heterozigdticas». Editado por E. Naughton em 29abr20

1.2 08May20 | Atualizagdo das Substancias interferentes. Reeditado por E. Naughton em 08mai20 L. Westwood

1.3 13May20 | Biotina adicionada a tabela de Substancias interferentes. Detalhes de amostra de L. Westwood
controlo adicionados a sec¢do 1.9. Reeditado por E. Naughton em 14mai20

1.4 20May20 | Atualizagdo da secgdo 1.4 Conteudos do kit AlloSeq Tx e requisitos de armazenamento L. Westwood
com as seguintes corregdes: 2 tubos para Tagmentation Wash Buffer, 2 tubos para
Capture Wash Buffer. Reeditado por E. Naughton em 20mai20

1.5 05Jun20 | Foram efetuadas as seguintes alteragdes: L. Westwood
- Corregdo de H714 na tabela de reagentes na secgdo 2.2,
- Corregao da referéncia a Captura hibrida na secgao 3.0,
- Adicionada referéncia a PhiX em Consumiveis
- Adicionada referéncia aos livros de trabalho para os pontos 3.1.5 e 3.2.5.
Reeditado por E. Naughton em 05jun20

1.6 200ut20 | Foi adicionada uma nota a utilizagdo do NaOH. Reeditado por E. Naughton em 200ut20 H. Hogan

2.0 26Mar21 | Distribuidor atualizado de Viena para Estocolmo na secgdo 8.0, de acordo com CR 2020- S. Carnachan
097. Atualizacdo do reagente iSeq v1, que foi descontinuado e substituido por v2 na
secgdo 7.0, de acordo com CR 2020-077. Corregao de 25 para 12 ciclos de
descongelamento-congelamento na sec¢do 1.4. Reeditado por S. Antony em 09abr2021

3.0 6May21 Foi atualizado o seguinte: S. Carnachan

e Seccdo 1: A secgdo de livros de trabalho de apoio foi deslocada para a sec¢do 9;
IFU095-5 adicionado. Foi incluida uma explicagdo relativa aos fluxos de trabalho
Original e Pooling precoce. Foi adicionado conteldo de gene-alvo ASTX17.1(24)-B-IVD.
Atualizagdo da formatagdo da tabela de conteudos do kit Tx. Adicionada referéncia a
exsudado bucal (RUQ). Correcdo do limite de detegdo para refletir o ADN ndo a
concentragao de ADN. Foi adicionado o aviso H318 para 2N NaOH, avisos de perigo
H351 e H373 para Capture Beads, aviso H351 para Hybridisation Buffer 1; foi
adicionada informagdo de seguranca do Stop Buffer a tabela.

e Seccdo 2 — foi adicionada a sec¢do Preparacdo de biblioteca (fluxo de trabalho Pooling
precoce)

e Seccdo 3 - adicionada Captura hibrida (fluxo de trabalho Pooling precoce).

e Seccdo 4.1 — atualizacdo da descricao da preparag¢dao de amostra para alinhamento com
o livro de trabalho

e Seccdo 4.2 — adicionados indices de Conjunto B na tabela, atualizada a estimativa de
horas de 2:45 horas para 1:50 horas, alterado o passo de centrifugacdo de 280 x g
durante 30 segundos para 100 x g durante 10 segundos no passo 9, 21f, alterado o
passo de centrifugacdo de 280 x g durante 1 minuto para 100 x g durante 10 segundos
no passo 29, alterado o passo de centrifugacdo de 280 x g durante 10 segundos para
100 x g durante 10 segundos, passo 36, adicionado comentario “repita a agitacdo de
acordo com o passo 35” no passo 36
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Versao

Data

Modificagdo

Autorizado
por

e Secgdes 4.4/5.7 —incluido esclarecimento de Largo espetro (BR) em todas as tabelas de
reagente Qubit

e Secgdo 5.3 - incluido comentario de esclarecimento “Fixa¢do (ndo ultrapassar 18 horas
a 62 °C, incluindo no passo n.2 4)” na tabela Programa de hibridagdo

e Secgdo 5.8 - corrigidas as referéncias de placa/vedante TapeStation para tubo/tampas

e Seccdo 6.0 - tabela removida. Esta tabela esta na Sec¢do 1.1

e Secgdo 6.2 - volume total MiSeq pretendido alterado de 100 ul para 30 ul para
corresponder ao livro de trabalho

e Secgdo 6.4 - comentario para esclarecer que apenas 20 ul de 100 ul sdo carregados no
iSeq

e Seccdo 9 - adicionada limitagdo de responsabilidade “Sé no fluxo de trabalho Original”,
adicionado Hipoclorito de sédio (CINaO) para lavagem pds-execugdo da sequenciagdo

e Seccdo 9 - Alterados os nomes do reagente MiSeq em linha com as informacgdes de
encomenda do Illumina. Adicionado MiSeq Reagent Kit v3 (600 ciclos) para AlloSeq Tx
8, adicionado tubo Qubit e informagdo de encomenda de tubo/tampa/placa/pelicula
TapeStation

Geral: Adicionado ASTX17.1(24)-B-IVD na capa Adicionado “Armazene novamente apds a

utilizagdo para os passos subsequentes.” Recomendacdes para os reagentes que tém de

ser retidos para os passos subsequentes, pequena formatagdo, correcdo de erros

gramaticais, de pontuacédo e ortograficos em todo o documento. Adicionada orientagdo

adicional para “homogeneizar por vortice” em todas as ocorréncias de utilizagdo de

Purification Beads simples no seguimento dos comentarios da equipa no terreno.

Corrigidas todas as ocorréncias de “hybex” para “Hybex” e “QuBit” para “Qubit”.

Atualizagcdo das SecgOes 2.2 e 4.2 na tabela relativa ao Stop Buffer e correcdo de

“Preparacdo necessaria” para “Nenhuma preparagdo necessaria”. Adicionado “importado

por” e o simbolo, em conformidade com a ISO 15223-1-2021 e IVDR Reeditado por

L.Langley em 13 out 21

4.0

28Jan22

CorregGes gramaticais. Correcdo da declaracdo de limitagdes sobre quantificagdo de
controlos. Corregdo das caracteristicas de desempenho para corresponder ao folheto
informativo. Foram efetuadas correcGes em resposta ao ZD-2445. Com base na Avaliacdo
sumativa, os passos 8, 12 e 18 da Secgdo 2.3 e o passo 7 da Secgdo 4.3 foram atualizados
com detalhes adicionais para misturar Tagmentation Beads e Purification Beads. Os
conteudo da caixa foram atualizados para refletir a configura¢do atualizada do kit
CR2020-096 (SCN 2021-08-13).

K. Hunter

5.0

31Mar22

Foi adicionado Tx 17 (96) Conjunto A e B aos cddigos do produto, contetdo de gene-alvo,
conteudos do kit. Detalhe adicionado ao longo das InstrugGes de utilizagdo para instruir
acerca da utilizagdo do indice previamente colocado na placa, nomeadamente, as secgGes
2.2 e 4.2. Editado por E. Naughton em 27abr22

K. Hunter

6.0

13Jun22

Foi adicionado Tx 9 (96) Conjunto A e B aos cddigos do produto, contetido de gene-alvo e
utilizacdo prevista. ™ removido do logétipo do AlloSeq Tx. Valores de OD corrigidos nas
Substancias interferentes. Expressdes alinhadas entre o livro de trabalho e as Instrugdes
de utilizagdo. Secgdo 5.2, ponto 12 ; alteragdo do volume de etanol de 200 pL para

800 pL. Secgdo 10: Adigdo de requisitos de comunicagao de vigilancia

K. Hunter
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