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Folheto informativo do VeriSeq NIPT Solution v2

PARA UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO

Utilizagao prevista

O VeriSeq NIPT Solution v2 é um teste de diagnéstico in vitro concebido para realizar o rastreio da dete¢do de
anomalias gendmicas fetais genéticas em amostras maternas de sangue periférico total em gravidas com pelo
menos 10 semanas de gestacdo. O VeriSeq NIPT Solution v2 utiliza a sequenciagao gendémica total para detetar
duplicacoes e eliminacdes parciais em todos os estados de autossomias e aneuploidia em todos os
cromossomas. O teste oferece uma opcéao para reportar uma aneuploidia do cromossoma sexual (SCA).

Este produto n&o pode ser utilizado como a Unica base de diagndéstico ou de outras decisdes de gestao da
gravidez.

O VeriSeq NIPT Solution v2 inclui: o VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 para o VeriSeq NIPT Microlab STAR,
o VeriSeq NIPT Sample Prep Kits e o VeriSeq Onsite Server v2 com o VeriSeq NIPT Assay Softwarev2. O
VeriSeq NIPT Solution v2 destina-se a ser utilizado com um sequenciador de nova geracao.

Resumo e explicacao do ensaio

Anomalias cromossomicas fetais, especificamente aneuploidia, que consiste num niimero anormal de
cromossomas, sdo uma causa comum de insuficiéncia reprodutiva, anomalias congénitas, atraso no
desenvolvimento e incapacidades intelectuais. A aneuploidia afeta cerca de 1 em 300 nados vivos, com taxas
muito superiores associadas a abortos e nados mortos.!*2 Até ha pouco tempo, havia dois tipos de exames
pré-natais para estas doencas: exames de diagndstico ou rastreio. Os exames de diagnoéstico implicam
procedimentos invasivos como a amniocentese ou a bidpsia das vilosidades coridnicas. Estes métodos de
teste sao considerados como o padrao de exceléncia para a detecdo de aneuploidia fetal. No entanto, estao
associados a um risco de aborto espontaneo entre 0,11% e 0,22%.3 Os exames convencionais de multiplos
marcadores nao tém qualquer risco de aborto espontaneo, uma vez que sdo exames nao invasivos, mas sao
menos precisos do que os exames de diagnéstico. Os seus indices de detecao de trissomia 21 variam entre
69-96% consoante o exame em particular, a idade materna e a idade gestacional no momento do exame.*
Importa referir que apresentam indices de falsos positivos de cerca de 5%, o que pode conduzir a um exame
de diagnéstico invasivo para confirmacao e, por conseguinte, ao risco de aborto espontaneo relacionado com
o procedimento.* Os rastreios por ultrassom também detetam anomalias cromossémicas, mas fazem-no com
menos certeza do que estes outros métodos.

Pode detetar a aneuploidia fetal dos cromossomas 21, 18, 13, X e Y com um grau de preciséo elevado através
de exames pré-natais ndo invasivos ("noninvasive prenatal testing”, NIPT) utilizando a sequenciacao de
genoma completo de ADN livre (cfDNA) obtida a partir do plasma materno as 10 semanas de gestacdo ou mais
tarde. Uma metandlise recente de multiplos estudos clinicos reportou os indices de detecao ponderados
agrupados e as especificidades da trissomia 21 e trissomia 18 em gestag¢des unifetais da seguinte forma:
trissomia 21 99,7% e 99,96% e trissomia 18 97,9% e 99,96%, respetivamente.’ Um estudo sugere que a
utilizacdo do NIPT como exame principal em todas as gestacdes poderia resultar numa reducgao de 89% no
namero de procedimentos de confirmac&o invasivos.®

Dada a reducéo significativa dos indices de falsos positivos com NIPT em comparagdo com os exames
convencionais de multiplos marcadores, inUmeras organizagdes médicas profissionais emitiram pareceres a
apoiar as varias indicagoes de utilizagdo do NIPT.

Especificamente, o apoio da International Society for Prenatal Diagnosis (Sociedade Internacional de
Diagnoéstico Pré-Natal), do American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) (Colégio Americano
de Obstetras e Ginecologistas)/da Society for Maternal Fetal Medicine (Sociedade de Medicina Materno-Fetal)
(SMFM), do American College of Medical Genetics and Genomics (Colégio Americano de Genética e Genémica
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Médica) (ACMG) e da European Society of Human Genetics (Sociedade Europeia de Genética
Humana)/American Society of Human Genetics (Sociedade Americana de Genética Humana) que oferecem o
NIPT a todas as mulheres gravidas.”-®:° Recomendamos o aconselhamento pré-teste, o consentimento
informado e os exames de diagnéstico para confirmar um resultado positivo de cfDNA.*

O VeriSeq NIPT Solution v2 é um teste de diagnéstico in vitro (IVD) n&o invasivo que utiliza a sequenciacéo de
genoma total de fragmentos de cfDNA derivados de amostras de sangue total periférico materno de gravidas
com pelo menos 10 semanas de gestacdo. O teste oferece duas opcgdes para tipos de rastreio: basico e
genoma. O rastreio basico fornece informacoes sobre o estado de aneuploidia apenas dos cromossomas 21,
18, 13, X e Y. Os rastreios de genoma fornecem duplicacdes e eliminacdes parciais de todos os autossomas e
estado de aneuploidia de todos os cromossomas. Ambos os tipos de rastreio fornecem a opgao de relatério
sobre aneuploidia do cromossoma sexual (SCA) com ou sem relatério sobre sexo fetal. A opcéao de relatério de
SCA pode ser desativada. Se a opcao de relatério de SCA estiver desativada, o sexo fetal também néo sera
reportado. Para obter mais informacdes sobre as opgdes de relatorio sobre sexo, consulte o Guia do Software
VeriSeq NIPT Solution v2 (documento n.° 1000000067940).

Principios do procedimento

O VeriSeq NIPT Solution v2 é uma solugédo automatizada para exames NIPT em laboratério que consiste na
preparacao automatizada de amostras e na analise de dados de sequenciagdo. Os kits de preparacdo de
amostras VeriSeq NIPT sao reagentes especializados que sao utilizados em conjunto com o

VeriSeq NIPT Microlab STAR para preparar lotes de 24, 48 ou 96 amostras para sequenciacio de nova geragao.
Os dados de sequenciacao de genoma completo de extremidade emparelhada sdo analisados por software
especializado, o VeriSeq NIPT Assay Software v2, e é gerado um relatério.

O fluxo de trabalho é composto pelos seguintes procedimentos: colheita de amostras, isolamento de plasma,
extracdo de cfDNA, preparacéo de bibliotecas, quantificacdo de bibliotecas, pooling de bibliotecas,
sequenciacao e andlise, que sao descritos em maior detalhe:

Colheita de amostras—7-10 ml de sangue total periférico matemo séo colhidos num tubo de colheita de
sangue Cell-free DNA da Streck, que impede a lise celular, a contaminagdo genémica e estabiliza o sangue
total.

Isolamento do plasma—>5 dias apés a colheita, o plasma é isolado do sangue total periférico matemo
utilizando técnicas padrao de centrifugagao. O VeriSeq NIPT Microlab STAR aspira e dispensa o plasma para
uma placa de 96 poc¢os profundos para processamento subsequente. Na eventualidade de ser necessario
testar novamente, as amostras de pos-processamento podem ser novamente tapadas e armazenadas a 4 °C
durante mais 5 dias (até um total de 10 dias apds a colheita de sangue).

] ATENCAO
J Se os tempos acima referidos forem ultrapassados podera afetar negativamente as taxas de falha
da amostra individual.

Extracao de cfDNA— A purificacdo de cfDNA do plasma é alcancada pela absorgdo para uma placa de
ligacao, lavando a placa de ligacdao para remover contaminantes e procedendo a eluigcao.

Preparacéao de bibliotecas— Os fragmentos de cfDNA purificados sé@o sujeitos a um processo de reparagao
das extremidades para converter saliéncias de 5’ e 3’ em extremidades cegas. Em seguida, o nucleétido
desoxiadenosina é adicionado as extremidades de 3’ para criar uma saliéncia de base Unica. Os adaptadores
indexados que contenham uma saliéncia de base Unica de 3’ desoxitimidina sao entao ligados aos fragmentos
de cfDNA processados. O ADN ligado é purificado com esferas de imobilizagao reversivel em fase sélida.
Cada amostra de um conjunto de 24, 48 ou 96 recebe um adaptador indexado exclusivo. Os adaptadores tém
duas finalidades:

os indices permitem a identificacdo das amostras na sequenciagdo subsequente.

os adaptadores de indice contém sequéncias que permitem a captura de biblioteca na superficie sélida de

uma célula de fluxo de sequenciagao para geragao de clusters e sequenciagdo subsequente.
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Quantificagdo — O produto da biblioteca é quantificado utilizando um corante fluorescente com concentragao
determinada por comparacao a uma curva de ADN padrao.

Sequenciacio e pool de bibliotecas—E realizado um pool das bibliotecas da amostra em conjunto em
pools de 24 ou 48 amostras em quantidades ajustadas, para minimizar a variacado da cobertura. Cada pool é
depois sequenciado utilizando um sequenciador de nova geracéo.

O VeriSeq NIPT Solution v2 nao inclui equipamento de sequenciagdao e consumiveis.

Analise—Para cada amostra, a andlise € composta pelo seguinte:
Identificacao de fragmentos de bibliotecas por sequenciagao de indices e alinhamento das leituras de
extremidade emparelhada a um genoma humano de referéncia.
Estimativa da fragao fetal da biblioteca combinando informagdes da distribuicdo dos comprimentos e das
coordenadas genémicas dos fragmentos das bibliotecas.
Depois de considerar as tendéncias conhecidas, um modelo estatistico deteta regides do genoma que
estejam sobre ou sub-representadas na biblioteca de forma consistente com uma anomalia no nivel
estimado da fracéo fetal.
O relatorio do NIPT fornece o resumo dos resultados do menu de testes selecionado em que é
apresentada uma ANOMALY DETECTED (ANOMALIA DETETADA) ou NO ANOMALY DETECTED (NENHUMA
ANOMALIA DETETADA) juntamente com uma estimativa de fragao fetal das amostras aprovadas no CQ.
O relatério complementar fomece métricas quantitativas que caracterizam cada anomalia detetada. A
utilizacdo do relatério complementar é opcional e ndo é obrigatéria.

LimitacOes do procedimento

O VeriSeq NIPT Solution v2 é um teste de rastreio e ndao deve ser considerado isoladamente de outras
conclusdes clinicas e resultados de exames. As conclusdes sobre a condicao fetal e as decisdes de gestdao da
gravidez ndo devem ser baseadas unicamente no rastreio do NIPT.?

O VeriSeq NIPT Solution v2 reporta o seguinte:
O rastreio basico analisa a sobre-representagdo dos cromossomas 13, 18 e 21
O rastreio genémico analisa a sobre-representacao e a sub-representacdo de todos os autossomas,
incluindo duplicacées e eliminagdes parciais de pelo menos 7 Mb.
Em gestacodes unifetais com a opcéao Yes (Sim) ou SCA selecionada como opcéo de informacao sobre o
sexo, as seguintes anomalias do cromossoma sexual: XO, XXX, XXY e XYY.
Em gestag6es unifetais com a opg¢ao Yes (Sim) selecionada como opcéao de informacéo sobre o sexo,
é reportado o sexo fetal.
A presenca de um cromossoma Y em gestacdes de gémeos.

Evidéncias que suportam a sensibilidade e a especificidade do teste abrangem gestacdes unifetais e de
gémeos. Estas instrucdes de utilizacao nao fomecem dados de sensibilidade ou especificidade para
gestacoes de trigémeos ou mais.

O VeriSeq NIPT Solution v2 ndo se destina a detetar poliploidias, como a triploidia.

O VeriSeq NIPT Solution v2 nao se destina a detetar reorganizagées cromossomicas equilibradas.

O ensaio requer amostras de sangue total periférico matemo de mulheres gravidas de pelo menos 10 semanas
de gestacéo.

Nos rastreios basicos, o teste do VeriSeq NIPT Solution v2 procura anomalias cromossémicas especificas.

Os resultados reportados como NO ANOMALY DETECTED (NENHUMA ANOMALIA DETETADA) nao eliminam a
possibilidade de anomalias cromossémicas dos cromossomas testados. Um resultado negativo ndo elimina a
possibilidade de a gestacao ter outras anomalias cromossémicas, doencas genéticas ou malformacgoes
congénitas (p. ex., tubo neural aberto).

Nos rastreios genémicos, duplicacdes ou eliminagcdes substancialmente grandes, que sejam inferiores a 75%
do tamanho do cromossoma, podem ser indicativas de uma aneuploidia do cromossoma inteiro.
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Em rastreios genémicos, algumas regides sado excluidas da andlise. Esta disponivel uma lista dessas regides
excluidas no site de Suporte da lllumina. A detecdo de uma anomalia genémica sé é realizada em regides nao
excluidas.

O relatorio de sexo fetal ndo esta disponivel em todas as regides devido aos regulamentos locais que regem a
comunicacao de género.

Os resultados do teste podem ser confundidos por determinados fatores matemos e fetais, incluindo, entre
outros:

transfusdo de sangue recente por parte da mae

transplante de 6rgaos por parte da mae

procedimento cirirgico por parte da mae

imunoterapia ou terapia com células estaminais por parte da mae

doenca oncolégica por parte da mae

mosaicismo matemo

mosaicismo fetoplacentario

morte fetal

gémeos nao viaveis

Componentes do produto

O VeriSeq NIPT Solution v2 (ref.2 20030577) é composto pelo seguinte:
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 samples) (Kit de preparagdao de amostras, 24 amostras) (ref.? 20025895)
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 samples) (Kit de preparacdo de amostras, 24 amostras) (ref.? 15066801)
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 samples) (Kit de preparagdo de amostras, 24 amostras) (ref.? 15066802)

VeriSeq Onsite Server v2 (ref.? 20028403) ou um VeriSeq Onsite Server existente (ref.? 15076164 ou 20016240)
que tenha sido atualizado para a v2

O VeriSeq NIPT Assay Software v2, pré-instalado no VeriSeq Onsite Server v2
VeriSeq NIPT Microlab STAR (ref.? Hamilton Company Reno: 95475-01 (115V) e 95475-02 (230V), Hamilton
Company Bonaduz: 806288)

VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, pré-instalado no VeriSeq NIPT Microlab STAR

Reagentes

Reagentes fornecidos

A lllumina fornece os seguintes reagentes: VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 samples) (Kit de preparacao de
amostras, 24 amostras), (ref.? 20025895), VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 samples) (Kit de preparacao de
amostras, 48 amostras) (ref.? 15066801) e o VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 samples) (Kit de preparacédo de
amostras, 96 amostras) (ref.? 15066802). Os kits de preparacao de amostras VeriSeq NIPT estdo configurados
para serem utilizados com o ML STAR (ref.? 95475-01, 95475-02 ou 806288), que é fornecido pela

Hamilton Company.
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VeriSeq NIPT Sample Prep, Caixa de extracao

Tabela1 Caixa de extracdo do VeriSeq NIPT (24) e (48), ref.2 20025869 e 15066803

Nome do reagente na Numero de recipientes

A no Kit Substancias ativas Armazenamento
Tampao de lise 1 Hipoclorito de guanidina em solugcédo aquosa tamponada 15°C a30°C
Tampao de lavagem | 1 Hipoclorito de guanidina e 2-propanol em solugdo aquosa 15°C a 30 °C
tamponada
Tampao de lavagem Il 1 Solugao aquosa tamponada contendo sais 15°C a30°C
Tampaéo de eluigao 1 Solugédo aquosa tamponada 15°C a30°C
Tampao de proteinase 1 Glicerol em solucdo aquosa tamponada 15°C a30°C
Proteinase K 3 Proteinase K liofilizada 15°C a30°C

Tabela 2 VeriSeq NIPT Extraction Box (96) (Caixa de extragao do VeriSeq NIPT), peca N.° 15066807

Nome do reagente na Numero de recipientes

A no Kit Substancias ativas Armazenamento
Tampao de lise 1 Hipoclorito de guanidina em solugcédo aquosa tamponada 15°C a30°C
Tampao de lavagem | 1 Hipoclorito de guanidina e 2-propanol em solugdo aquosa 15°C a 30 °C
tamponada
Tampao de lavagem Il 2 Solugao aquosa tamponada contendo sais 15°C a30°C
Tampéo de eluigao 1 Solugdo aquosa tamponada 15°C a30°C
Tampao de proteinase 1 Glicerol em solucdo aquosa tamponada 15°C a30°C
Proteinase K 4 Proteinase K liofilizada 15°C a30°C

VeriSeq NIPT Sample Prep, Caixa de preparacao de bibliotecas

Tabela 3 Caixa de preparacgao de bibliotecas VeriSeq NIPT (24) e (48), ref.2 20026030 e 15066809

Nome do reagente na etiqueta 'ijmero de . Substancias ativas Armazenamento
recipientes no Kit

Mistura de reparacdo de extremidades 1 Polimerase de ADN e dNTPs em -256°Ca-15°C
solucédo aquosa tamponada

Mistura de poliadenilagédo (A-Tailing) 1 Polimerase de ADN e dATP em -25°C a-15°C
solugao aquosa tamponada

Mistura de ligacao 1 Ligase de ADN em solugéo aquosa -25°C a-15°C
tamponada

Tampao de hibridizacao 1 Solugdo aquosa tamponada -25°Ca-15°C

VeriSeq NIPT DNA Adapter Plate (Placa 1 Oligonucleétidos em solugédo aquosa -25°C a-15°C

adaptadora de ADN VeriSeq NIPT) tamponada

Tabela 4 VeriSeq NIPT Library Prep Box (96) (Caixa de preparacao de bibliotecas do VeriSeq NIPT), peca N.° 15066810

Nome do reagente na etiqueta .ijmero de . Substancias ativas Armazenamento
recipientes no Kit
Mistura de reparacao de extremidades 1 Polimerase de ADN e dNTPs em -25°C a-15°C
solucéo aquosa tamponada
Mistura de poliadenilagao (A-Tailing) 2 Polimerase de ADN e dATP em -256°C a-15°C

solucédo aquosa tamponada
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Numero de

Nome do reagente na etiqueta - . Substancias ativas Armazenamento
recipientes no Kit
Mistura de ligacao 2 Ligase de ADN em solugao aquosa -256°C a-15°C
tamponada

Tampao de hibridizacéo 1 Solugao aquosa tamponada -25°C a-15°C
VeriSeq NIPT DNA Adapter Plate (Placa 1 Oligonucleétidos em solugcédo aquosa -25°Ca-15°C
adaptadora de ADN VeriSeq NIPT) tamponada

VeriSeq NIPT Sample Prep, Caixa de acessorios

Tabela 5 VeriSeq NIPT Accessory Box (Caixa de acessorios do VeriSeq NIPT), peca N.° 15066811
N9me do reagente na 'NEJmero C . Substancias ativas Armazenamento
etiqueta recipientes no Kit
Placa de ligagédo de 1 Microplaca em propileno com membrana em silicone 2°Ca8°C
ADN modificada
Tampao de 1 Solugédo aquosa tamponada 2°Ca8°C
ressuspensao
Esferas de purificagcao 1 Esferas paramagnéticas de fase sélida em solugcao aquosa 2°Ca8°C
de amostras tamponada
Reagente de 1 Corante intercalante de ADN em DMSO 2°Ca8°C
quantificacdo de ADN
Padrao de quantificacéao 1 Padrao dsDNA, ADN nao especifico e azida de s6dio em 2°Ca8°C
de ADN solucédo aquosa tamponada

VeriSeq NIPT Sample Prep, Tubos e etiquetas do fluxo de trabalho

Tabela 6 Tubos e etiquetas do fluxo de trabalho, peca N.° 15071543
Nome do item na etiqueta Numero de itens no Kit Armazenamento
Etiqueta (LBL) - Cédigo de barras da placa 9 15°C a30°C
Etiqueta (LBL) - Cédigo de barras de pogos profundos 12 15°C a30°C
Tubo (TB) - Tubo de pooling vazio 5 15°C a 30 °C

Reagentes nao fornecidos

Reagentes necessarios, nao fornecidos
Reagentes de sequenciacdo e consumiveis necessarios para o sistema de sequenciacao de nova geragao

(NGS)
Agua sem RNase/DNase

Etanol a 100% (prova 200) de grau biolégico molecular

| NOTA

O etanol de grau biolégico nao molecular pode afetar negativamente o desempenho do ensaio.

Reagentes opcionais, nao fornecidos
Soro fisioldégico fosfato-tamponado da Dulbecco (DPBS) para controlo sem modelo (NTC)
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Armazenamento e manuseamento

1 A temperatura ambiente é definida entre 15 °C a 30 °C.

2 Todos os reagentes destinam-se a uma Unica utilizagdo. Apos a preparacédo dos reagentes para utilizacao,
deve utiliza-los imediatamente.

3 Se qualquer parte da embalagem ou do conteido dos componentes do VeriSeq NIPT Solution estiver
danificada ou comprometida, contacte o Apoio ao Cliente da lllumina.

4  Os reagentes mantém-se estaveis até a data de validade especificada nas etiquetas dos kits quando
armazenados conforme indicado. Para as condigcdes de armazenamento, consulte a coluna Armazenamento das
tabelas em Reagentes fornecidos na pagina 4. Nao utilize reagentes cuja data de validade expirou.

5 As alteragdes ao aspeto fisico dos reagentes fomecidos pode indicar a deterioragdo dos materiais.

Se ocorrerem alteragdes no aspeto fisico (p. ex., alteracdes 6bvias na cor ou turvacao evidente do reagente
podem indicar contaminagao microbiana), nao utilize os reagentes.

6 Adira as melhores praticas que se seguem quando manusear esferas de purificagdo de amostras:

Nunca congele as esferas.

Permita que as esferas atinjam a temperatura ambiente antes de utilizar.

Imediatamente antes de utilizar, agite as esferas em vortice até a suspensao ideal e a cor parecer
homogénea.

7 O tampao de lise, o tampao de lavagem |, o tampao de lavagem Il, o tampao de eluicdo e o tampao de
proteinase podem formar precipitados ou cristais visiveis. Antes de utilizar, agite em vértice vigorosamente e,
em seguida, inspecione visualmente para garantir que nao estao presentes precipitados.

8 Nunca congele sangue total apés a colheita.

9 Proceda a sequenciacao das bibliotecas assim que possivel apés o pooling. As bibliotecas de pool mantém-
se estaveis durante até 7 dias entre os -25°C e os -15 °C. Nao é necessaria qualquer desnaturagdo adicional se
forem armazenadas durante este periodo de tempo e nestas condigées.

Equipamento e materiais

Equipamento e materiais necessarios, nao fornecidos

Equipamento necessario, nao fornecido

Equipamento Fabricante

Pipetas de canal Unico de 20 pl Fornecedor geral do laboratério
Pipetas de canal tnico de 200 pl Fornecedor geral do laboratoério
Pipetas de canal Unico de 1000 pl Fornecedor geral do laboratério
Pipet-Aid Fornecedor geral do laboratoério
Frigorifico, 2 °C a 8 °C Fornecedor geral do laboratério
Congelador, -25 °C a -15 °C Fornecedor geral do laboratoério
Microcentrifuga Fornecedor geral do laboratério
Gerador de vortice Fornecedor geral do laboratoério

Centrifuga e conjunto de rotor para tubos de colheita de sangue

Recomendado:
e Allegra X12R Series Centrifuge, 1600 g Beckman Coulter, artigo N.° 392304 (120 V ou 230 V)
e Allegra Centrifuge GH-3.8, Rotor com reservatérios Beckman Coulter, artigo N.° 369704
¢ Allegra Centrifuge Bucket Covers, conjunto de dois Beckman Coulter, artigo N.° 392805
e Allegra Centrifuge Adapter Assembly, 16 mm, conjunto de Beckman Coulter, artigo N.° 359150
quatro
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Equipamento

Equivalente:

e Centrifuga refrigerada com capacidade de 1600 x g com
opcao “sem travao”

e Rotor de cesto mével com reservatérios

¢ Insercdes do cesto, capacidade para 24, 48 ou 96 tubos,
76 mm de profundidade minima

e Adaptadores de insercao para suportar os tubos de
colheita de sangue de 16 x 100 mm

Conjunto de centrifuga e rotor para microplacas

Recomendado:
e Sorvall Legend XTR Centrifuge

e HIGHPIate 6000 Microplate Rotor

e Duas das seguintes bases de suporte para microplacas:
e Base de suporte MicroAmp 96 pogos
e Suporte de placas PCR de 96 pocgos

Equivalente:

e Capacidade de centrifugacao de 5600 x g

* Rotor de placa oscilante com suportes de 96 pocos,
profundidade minima de 76,5 mm

e Base de suporte para microplacas

Um dos seguintes leitores de microplacas (fluorémetro) com
o SoftMax Pro v6.2.2 ou superior:

e Gemini XPS

e SpectraMax M2

SpectraMax High-Speed USB, Adaptador de série

Termociclador com as seguintes especificagdes:

e Tampa aquecida

¢ Intervalo de temperatura entre 4 °C e 98 °C

e +2 °C de precisdo de temperatura

e 2 °C por segundo de taxa de aumento minima

e Compativel com placa Twin.tec PCR de 96 pocos, saia
completa

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Sistema de sequenciacao de nova geracao (NGS) com as
seguintes capacidades:
e Sequenciacao de extremidades emparelhadas
2 x 36 bp
e Compativel com os adaptadores de indice duplo do
VeriSeq NIPT Sample Prep
* Producéao automatica de ficheiros .BCL
e Quimica de dois canais
® 400 milhdes de leituras de extremidades
emparelhadas por ensaio
e Compativel com o VeriSeq NIPT Assay Software v2
ou com um sistema de sequenciacao NextSeq 550Dx.

Se utilizar um sistema de sequenciacdo NextSeq 550Dx:
e Kit de reagentes NextSeq 550Dx High Output v2.5, 75
ciclos

VeriSeq Onsite Server v2 ou um VeriSeq Onsite Server
atualizado

Documenton.©1000000086778 vO1 POR
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Fabricante

Fornecedor geral do laboratério

Thermo Fisher Scientific, catalogo N.° 75004521 (120 V) ou
catalogo N.° 75004520 (230 V)
Thermo Fisher Scientific, catalogo N.° 75003606

Thermo Fisher Scientific, catalogo N.° 4379590
Thermo Fisher Scientific, catalogo N.° AB-0563/1000

Fornecedor geral do laboratério

Dispositivos moleculares, peca N.° XPS
Dispositivos moleculares, peca N.° M2

Dispositivos moleculares, peca N.° 9000-0938

Fornecedor geral do laboratério

Hamilton, ref.2 95475-01 (115 V), ref.2 95475-02 (230 V) ou
ref.2 806288 (para Hamilton Company Bonaduz)

Fornecedor de instrumentos ou lllumina, ref.2 20005715

Illumina, ref.2 20028870

lllumina, ref.? 20028403 (v2) ou n.° 15076164 ou n.° 20016240
(atualizado)

Agostode 2019



Equipamento opcional, Nao fornecido

Equipamento
Sistema de descapsulagao Pluggo

Placa de validagao por fluorescéncia SpectraMax
SpectraTest FL1

Rotador/revélver de tubos, tubos de 15 mi, 40 rpm,
100-240 V

Materiais necessarios, nao fornecidos

Consumivel

Pontas de filtro condutoras nao esterilizadas de 1000 pl
Pontas de filtro condutoras nao esterilizadas de 300 pl
Pontas de filtro condutoras nao esterilizadas de 50 pl
Reservatoério de pogos profundos

MagNA Pure LC Medium Reagent Tub 20, 20 ml

Placa de 96 pogos profundos, 2 ml

Microplaca de polistireno de fundo plano preto com 384
pogos de baixo volume

Placa de 96 pogos, saia completa, Twin.tec PCR

Um dos seguintes selos:
e Micro-selo “F” aluminio
e Selos de aluminio

Cell-Free DNA BCT CE

Tampas de pressao

Tubos de tampa de enroscar de 2 mi

Pontas de filtro de 20 pl para pipetador de 20 pl
Pontas de filtro de 200 pl para pipetador de 200 pl
Pontas de filtro de 1000 pl para pipetador de 1000 pl
Pipetas serolégicas de 25 ml

Pipetas serolégicas de 10 ml

Recomendado:
Deconex® SOLARSEPT
Deconex® 61 DR

Equivalente:
Um desinfetante rapido em spray a base de alcool
Uma solugdo com detergente desinfetante

Materiais opcionais, nao fornecidos

Consumivel

Tubo, tampa de enroscar, 10 ml (apenas para amostras de
controlo)

Tubo, tampa de enroscar, 50 mi

Agostode 2019
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Fabricante
LGP Consulting, peca N.° 4600 4450
Dispositivos moleculares, peca N.° 0200-5060

Thermo Scientific, catalogo N.° 88881001 (EUA) ou catalogo
N.° 88881002 (UE)

Fabricante

Hamilton, ref.2 235905

Hamilton, ref.2 235903

Hamilton, ref.? 235948

Corning Axygen, n.° de produto RES-SW96-HP-SI
Roche, produto n.° 03004058001

Eppendorf, ref.2 0030505301

Corning, n.° de produto 3820

Eppendorf, ref.? 0030129512

Bio-Rad, n.° de catalogo MSF1001
Beckman Coulter, artigo N.° 538619

Streck, catalogo n.° 218997

Sarstedt, pedido n.° 65.802

Fornecedor geral do laboratério
Fornecedor geral do laboratério
Fornecedor geral do laboratério
Fornecedor geral do laboratério
Fornecedor geral do laboratério
Fornecedor geral do laboratério

Borer Chemie AG

Fornecedor geral do laboratério

Fabricante

Sarstedt, pedido N.° 60.551

Fornecedor geral do laboratério

Documenton.©1000000086778 vO1POR | 9
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Colheita, transporte e armazenamento de amostras

] ATENCAO
J Manuseie todas as amostras como se fossem agentes potencialmente infeciosos.

1 As amostras de sangue total de 7-10 ml tém de ser colhidas num Cell-Free DNA BCT da Streck.

2 O transporte de sangue total tem de cumprir todas as normas regulamentadoras aplicaveis para o transporte
de agentes etiolégicos. Sao recomendados métodos de expedicao/transporte.

3 Durante o transporte, armazene a temperaturas entre os 4 °C e os 30 °C. Depois de receber as amostras,
armazene entre os 2 °C e os 8 °C até estar pronto para avancar. O tempo entre a colheita de sangue e o
isolamento inicial do plasma nao deve ultrapassar os 5 dias.

4 Na eventualidade de ser necessario testar novamente, as amostras de pés-processamento podem ser
novamente tapadas e armazenadas a 4 °C durante mais 5 dias (até um total de 10 dias ap6s a colheita de
sangue).

ATENCAO
J Se os tempos acima referidos forem ultrapassados podera afetar negativamente as taxas de falha
da amostra individual.

Avisos e precaucoes

Este ensaio contém Proteinase K. Podem ocorrer lesdes pessoais por inalagao, ingestado, contacto da pele e
contacto ocular. Utilize numa area bem ventilada, use roupa de protecéao, evite respirar o p6 e elimine quaisquer
recipientes e conteidos nao utilizados de acordo com as normas de seguranca governamentais aplicaveis.

Este ensaio contém cloreto de guanidinio. Podem ocorrer lesbes pessoais por inalagdo, ingestao, contacto da
pele e contacto ocular. Utilize numa area bem ventilada, use roupa de protecao e elimine quaisquer recipientes
e conteudos nao utilizados de acordo com as normas de seguranca govemamentais e locais aplicaveis.

Este ensaio contém 2-propanol, um quimico inflamavel. Mantenha afastado do calor e chama descoberta.
Podem ocorrer lesbes pessoais por inalagao, ingestao, contacto da pele e contacto ocular. Utilize numa area
bem ventilada, use roupa de protecao e elimine quaisquer recipientes e conteiidos nao utilizados de acordo
com as nommas de seguranga governamentais e locais aplicaveis.

Para impedir a formacao de gases perigosos, nao elimine residuos de extragiao de cfDNA (contém tiocianato
de guanidina) juntamente com residuos que contenham lixivia (hipoclorito de sédio).

Manuseie todas as amostras como se contivessem agentes potencialmente infeciosos.

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

Nao utilize componentes de ensaio apds a data de validade indicada na etiqueta da respetiva caixa. Nao
troque componentes de ensaio de lotes diferentes. Os lotes de ensaio estao identificados na etiqueta da
respetiva caixa. Armazene os componentes de ensaio a temperatura especificada.

Para evitar a degradacao da amostra ou do reagente, certifique-se de que todos os vapores de hipoclorito de
so6dio da limpeza estao totalmente dissipados antes de iniciar o protocolo.

O nao seguimento dos procedimentos da forma descrita pode resultar em resultados errébneos ou na redugéo
significativa da qualidade das amostras.

Para obter informac6es ambientais, de salde e de seguranca, consulte as fichas de dados de seguranga (FDA)
em support.illumina.com/sds.html.
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Notas processuais

Evitar a contaminacao
Utilize pontas e consumiveis de laboratério novos.

Utilize pontas resistentes a aerossoéis para reduzir o risco de contaminagao cruzada e contaminagao cruzada
entre amostras.

Devido ao potencial de contaminagéo, tenha o maximo de cuidado para garantir que o contelido dos pogos
permanece no devido lugar. Nao derrame o contetdo. Centrifugue apés qualquer passo de agitagao por
vortice.

Siga as nomas regulamentadoras aplicaveis sobre praticas de laboratério e higiene adequadas quando
manusear sangue e derivados do sangue.

Nao utilize sprays aerosséis com lixivia quando estiver a preparar uma biblioteca. A contaminagao com
vestigios de lixivia pode conduzir a falha do ensaio.

Limpeza da plataforma do VeriSeq NIPT Microlab STAR

Antes de utilizar, verifique se a plataforma esta limpa. Pelo menos uma vez por semana, realize uma
manutencao semanal e siga estas instrucdes de limpeza.

Remova todos os suportes descarregaveis e limpe com um desinfetante rapido em spray a base de alcool
(Deconex® SOLARSEPT ou equivalente) e deixe secar. Se estiverem demasiado sujos, mergulhe-os depois
numa solucdo com detergente desinfetante (liquido de limpeza Deconex® 61 DR ou equivalente), enxague com
desinfetante a base de alcool e deixe secar.

Abra a tampa frontal e limpe a plataforma com um pano saturado com Deconex® SOLARSEPT (ou equivalente).
Em particular, tem de verificar se os blocos deslizantes estao limpos.

Remova o tubo CVS e limpe o tubo, as juntas e os compartimentos intemos do CVS com um pano.
Esvazie o recipiente de residuos de pontas da cabeca CORE de 96 pipetas e do canal independente.

Remova a placa de ejecao de pontas do canal independente da estacdo de residuos de pontas e limpe-a:
coloque o spray Deconex® SOLARSEPT (ou equivalente) diretamente na superficie e limpe. Coloque um novo
saco de plastico sobre a estrutura e volte a fixa-la. Volte a colocar a placa de ejecéo de pontas limpa no lugar.

Aplique o spray Deconex® SOLARSEPT (ou equivalente) diretamente na superficie e na calha da caixa de
residuos da cabeca CORE de 96 pipetas e limpe bem.
Se for dificil remover a sujidade dos residuos das pontas, limpe com um pano molhado com agua sem
RNase/DNase até remover a sujidade. Elimine o pano devidamente. Esterilize com desinfetante a base de
alcool.

Humedeca um pano sem pelos ou uma compressa de algodao com etanol a 70%. Passe a compressa na
janela do scanner de laser do leitor de cédigos de barras. Utilize o0 mesmo pano ou compressa para limpar
cada pog¢o do adaptador de placas do CPAC. Se utilizar um pano, pressione o pano em cada pogo do
adaptador com a parte de trds de uma caneta para assegurar que o interior do poco fica bem limpo.

Limpe os canais independentes:
Nos canais independentes, limpe a manga de ejecao da ponta (parte exterior dos canais de pipetagem)
com um pano sem pelos embebido em Deconex® SOLARSEPT (ou equivalente). (Consulte o Guia de
referéncia do Hamilton Microlab STAR N.° 15070074.)
Limpe o disco de paragem e os o-rings da cabecga de pipetagem (peca exterior dos canais de pipetagem)
com um pano sem pelos embebido em Deconex® SOLARSEPT (ou equivalente).

Limpe a cabeca CORE de 96 pipetas:
Utilize o mesmo pano sem pelos embebido em Deconex® SOLARSEPT (ou equivalente) para limpar a
estrutura da cabeca CORE de 96 pipetas e a parte de baixo dos discos de paragem.
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Utilize o mesmo pano ou uma tira de pano embebida em Deconex® SOLARSEPT (ou equivalente) para
limpar entre as partes laterais dos canais de pipetagem da cabeca CORE de 96 pipetas para limpar os o-
rings. Repita este procedimento para cada canal de pipetagem na cabeca CORE de 96 pipetas.

Aplique o spray Deconex® SOLARSEPT (ou equivalente) na parte frontal e lateral da tampa e seque.

Limpe a faixa de protecao de carregamento automatico com um pano embebido em Deconex® SOLARSEPT
(ou equivalente) e esfregue sem exercer pressao.

Quando a plataforma e os componentes estiverem completamente secos, substitua os suportes.

3 NOTA
Uma manutencéao e uma limpeza incorretas do ML STAR podem resultar em contaminagao cruzada e
num desempenho fraco do ensaio.

Controlo de qualidade

Pode avaliar o material de controlo com caracteristicas conhecidas de desempenho para detetar diferencas no
processamento e nos procedimentos técnicos no laboratério.

5 NOTA
A execucdo de uma amostra de controlo ou controlo sem modelo reduz o nimero total de amostras
maternas desconhecidas que é possivel processar com cada kit de preparacao de amostras.

Nao ultrapasse duas amostras NTC por lote de 24 ou 48 amostras ou quatro amostras NTC por lote de
96 amostras.

Instrucoes de utilizacao

Sugestoes e técnicas

A menos que seja especificado um ponto de paragem de seguranca no protocolo, avance imediatamente para
0 passo seguinte.

Colocar cédigos de barras nas placas

e Os codigos de barras para placas de saia completa comegam por PL.

e Os cbdigos de barras para placas de pocos profundos comegcam por DW.

e Aplique os cédigos de barras nas placas de saia completa e nas placas de pogos profundos na lateral, junto a
coluna 12.

e Coloque as placas com o cédigo de barras voltado para a direita para permitir a leitura automatica.

Colocar e retirar selos da placa

Coloque sempre o selo na placa de 96 pocos antes dos seguintes passos do protocolo:
Passos de centrifugacao
Passos do termociclador

Para selar a placa, aplique a capa adesiva na placa e pressione.

Antes de retirar o selo:
Centrifugue brevemente a placa de 96 pocos a 1000 x g durante 20 segundos.
Coloque a placa numa superficie plana antes de remover lentamente o selo.
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VeriSeq NIPT Microlab STAR

Antes de utilizar, efetue e documente a manutencao necessaria de acordo com as instrucdes do fabricante.

Observe o ML STAR durante os passos automaticos. Monitorize a interface do software
VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 para verificar solicitagcdes e instrugdes para o operador.

Mantenha a cobertura frontal colocada durante o funcionamento.
Mantenha a plataforma desimpedida durante a operacéo.

Durante os passos de vacuo de placas, se solicitado pelo VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, ajude
manualmente a formar o selo entre a placa e o tubo de vacuo.

Permita ao sistema eliminar as pontas do adaptador automaticamente. Nao remova manualmente as pontas a
menos que seja solicitado pelo software.

Remova os reagentes gastos e os consumiveis utilizados conforme solicitado pelo Workflow Manager (Gestor
de fluxo de trabalho).

Esvazie o garrafao de residuos de vacuo diariamente. O primeiro garrafao nunca deve exceder %2 da
capacidade. O excesso de residuos de vacuo pode danificar a bomba de vacuo e pode reduzir o vacuo
aplicado do sistema.

Processar amostras

Procedimento

1

Execute os seguintes passos para cada aliquota:

a Centrifugue amostras com coédigo de barras a 1600 x g durante 10 minutos a 4 °C com o travao
desligado.

b Quando a centrifuga parar totalmente, remova os tubos de amostra.
Apos a centrifugagao, inicie o isolamento do plasma no prazo de 15 minutos. Se passarem mais de
15 minutos, centrifugue novamente.

Inspecione cada tubo para confirmar que contém pelo menos 1,5 ml de plasma acima da camada leuco-
plaquetaria.

Destape os tubos e volte a coloca-los nos suportes dos tubos. Coloque todas as amostras e quaisquer
controlos de plasma para o lote.

Isolar plasma

Preparacao

1
2

Coloque 1 etiqueta de placa de pocos profundos de plasma intermédio e aplique um cédigo de barras.
Coloque 1 etiqueta de placa de pocos profundos de plasma final e aplique um cédigo de barras.

Procedimento

1

Abra o AppLauncher e, em seguida, clique em VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT).

2 Introduza o ID do lote e 0 nome de utilizador e, em seguida, clique em OK.
O ID do lote tem um limite de 26 carateres. Utilize apenas nimeros, letras, sublinhados (_) ou hifenes (-).
Por exemplo: 2025-10-16_Lote3.
3 Clique em New Batch (Novo lote).
4 Depois de iniciar, clique em OK para iniciar o isolamento do plasma.
5 Execute um dos seguintes passos:
Para carregar uma ficha de amostras existente, criada previamente, selecione a ficha de amostras
associada ao lote e, depois, clique em OK.
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Para avancar sem selecionar uma ficha de amostras, clique em No Sample Sheet (Sem ficha de
amostras).
Para obter informacdes sobre a criacao de uma ficha de amostras ou sobre a predefinicao dos valores,
consulte o Guia do Software VeriSeq NIPT Solution v2 (documento n.° 1000000067940).

NOTA

E necessario registar com precisdo o tipo de amostra, o tipo de gestacao unifetal ou de gémeos,
de cada amostra para garantir uma analise correta de dados.

Se selecionar No Sample Sheet (Sem ficha de amostras), certifique-se de que tem os valores
predefinidos da amostra nas ferramentas de servico do Workflow Manager (Gestor de fluxo de
trabalho).

6 Selecione o tamanho do lote e, em seguida, clique em OK.
7 Selecione o nimero de controlos sem modelo (NTC) e, em seguida, clique em OK.

NOTA
Os campos de NTC sdo sempre os ultimos campos selecionados. Por exemplo, no caso de dois
NTC num ensaio de 24 amostras, as posicoes 23 e 24 sdo NTC.

8 Confire que todos os cédigos de barras estido afixados e, em seguida, coloque as amostras, as pontas e as

placas (com o cédigo de barras voltado para a direita) no suporte. Clique em OK depois de cada pedido de
confirmagao de carregamento.

Tamanho do lote Suporte . Posicao
’ Pista Item
de amostras Tipo do local
24, 48, 96 Ponta 7-12 Pontas de 1000 pl 5
Pontas de 1000 pl (apenas lotes de 96 amostras) 4;5
Tubo 15 Tubos de amostra de sangue preparado 1-24 (para todos os 1-24
tamanhos de lote)
Tubo 16 Tubos de amostra de sangue preparado 2548 (apenas para o 25-48
tamanho de lote com 48 e 96 amostras)
Tubo 17 Tubos de amostra de sangue preparado 49-72 (apenas para o 49-72
tamanho de lote com 96 amostras)
Tubo 18 Tubos de amostra de sangue preparado 73-96 (apenas para o 73-96
tamanho de lote com 96 amostras)
Multiflex 19-24  Placa de pocos profundos vazia, Plasma final - Com cédigo de 4
barras
Multiflex 19-24  Placa de pocgos profundos vazia, Plasma intermédio - Com cédigo 5
de barras
Reagente 47 [Opcional] DPBS para controlo sem modelo 5

9 Certifique-se de que os suportes, o material do laboratério e os reagentes estdo colocados corretamente e, em
seguida, clique em OK no ecra Pre-Spin Deck Verification (Verificacdo da plataforma de pré-rotacao).

10 Observe o ML STAR a executar os passos automaticos.

11 Quando solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), certifique-se de que a plataforma de
carregamento do ML STAR esta livre de obstrugdes para pemmitir que o ML STAR descarregue os suportes.

12 Cligue em Unload (Descarregar) para descarregar a plataforma.

13 Remova a placa de pogos profundos de Plasma intermédio.

a Inspecione a placa para verificar se os volumes sao consistentes em cada pogo (sem erros de
pipetagem). O volume esperado é de 1000 pl.

b Anote quaisquer inconsisténcias e registe-as quando o procedimento de isolamento do plasma
estiver concluido.
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¢ Coloque o selo na placa, carregue de forma equilibrada e centrifugue a 5600 x g durante 10 minutos
com o travao desligado ou na definicao mais baixa.

Clique em Yes (Sim) para avancar para a Preparacgao final do plasma.
Remova o selo da placa e volte a colocar no suporte.

Suport ica
Tamanho do lote de amostras u;?o © Pista Item el e
Tipo local
24, 48, 96 Multiflex  19-24  Placa de pogos profundos de plasma intermédio 5

Selecione a caixa de verificacao Intermediate Plasma plate has been spun (A placa de plasma intermédio
foi rodada) e, em seguida, clique em OK.
Observe o ML STAR a executar os passos automaticos.
Quando solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), certifique-se de que a plataforma de
carregamento do ML STAR esta livre de obstrucdes para permitir que o ML STAR descarregue os suportes.
Clique em Unload (Descarregar) para descarregar a plataforma.
Quando solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), esvazie os suportes e a plataforma.
Remova a placa de pog¢os profundos de Plasma final.
Inspecione a placa para verificar:

Volumes consistentes em cada poco. O volume esperado é de 900 pl.

Sedimentos celulares visiveis.

Hemodlise excessiva.
Se observar sedimentos celulares anormais ou hemolise excessiva, invalide a amostra afetada no fim do
método de isolamento do plasma ou utilize o Batch Manager (Gestor de lotes). Para obter mais informacoes
sobre o Batch Manager (Gestor de lotes), consulte o Guia do Software VeriSeq NIPT Solution v2 (documento
n.° 1000000067940).
Quando solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), clique em OK.
Introduza comentarios sobre os pogos afetados e, em seguida, clique em OK.
Execute um dos seguintes passos.

Para continuar para a extracao de cfDNA, clique em Yes (Sim).

Para parar, clique em Exit (Sair).

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, coloque o selo na placa de plasma final e armazene entre 2 °C e 8 °C até um maximo de 7 dias.

Extracdo de cfDNA

Preparacao

1

Examine visualmente as caixas de extragdo e de acessorios para confirmar se a data de validade do kit nao
expirou.

2 Prepare os seguintes reagentes. Coloque uma etiqueta nos tubos dos reservatérios e nos reservatérios de
pocos profundos com o nome dos reagentes.
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Armazenamento

2°Ca8°C

Item

Placa de pogos
profundos de plasma
final do /solar plasma na
pagina 13.

Instrugoes

Se anteriormente armazenado, deixe repousar durante 30 minutos para
alcancar a temperatura ambiente. Centrifugue a 1000 x g durante 20
segundos. Retire o selo da placa de pogos profundos de plasma final antes
de utilizar.

15°C a30°C Adicione lentamente 3,75 ml de tampao de proteinase a cada frasco de
reagente.

e Prepare 3 frascos para 24 e 48 amostras.

* Prepare 4 frascos para 96 amostras.

Tape o frasco e agite em vértice até a ressuspensao.

NOTA: nao contamine a tampa de borracha. O contacto com outras
substéancias ird contaminar amostras futuras.

Retlina reagente preparado de todos os frascos num tubo de reagente.

Proteinase K

15°C a30°C Adicione 100 ml de EtOH a 100% a cada frasco de reagente.
e Prepare 1 frasco para 24 e 48 amostras.

e Prepare 2 frascos para 96 amostras.

Inverta para misturar.

Marque a caixa de verificacao no frasco.

Tampao de lavagem Il

w

Coloque 1 etiqueta de nova placa de saia completa intermédia e aplique um cédigo de barras de placa.

4 Coloque 1 etiqueta de nova placa de saia completa de eluicdo de cfDNA e aplique um cédigo de barras de
placa.

5 Coloque 1 etiqueta de nova placa de poc¢os profundos de extracao intermédia e aplique um codigo de barras
de placa de pocos profundos.

6 Aplique um cédigo de barras de placa na placa de ligacdo de ADN.

7  Prepare uma solucao de limpeza de EtOH a 70% (EtOH a 70%, agua sem DNase/RNAse a 30%) para limpar o
sistema de vacuo.

8 Prepare o sistema de vacuo.

a Remova o tubo de vacuo e limpe com EtOH a 70%.
b Esvazie os garrafoes de residuos de vacuo.
¢ Certifique-se de que o sistema de vacuo do ML STAR esta ligado.

Evite limpar as juntas com EtOH, pois pode ser abrasivo para o material.

Procedimento

1 Clique em OK para iniciar a extracdo de cfDNA.
2 Se o VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT) ainda nao estiver aberto:

a Abra o ApplLauncher e clique em VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT).
b Introduza o ID do lote e 0 nome de utilizador e, em seguida, clique em OK.

3 Coloque as pontas nos suportes das pontas da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

rt
Tamanho do lote de amostras SI_JI_?:O € Pista Item Posicao do local
24 Ponta 1-6 Pontas de 1000 pl 1
7-12 Pontas de 300 pl 1
48 Ponta 1-6 Pontas de 1000 pl 1; 2
7-12 Pontas de 300 pl 1
96 Ponta 1-6 Pontas de 1000 pl 1,2,3,4
7-12 Pontas de 300 pl 1
4 Coloque as pontas contadas nos suportes de pontas da seguinte forma.
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orte
Tamanho do lote de amostras Sl_ll_ri)po Pista Item Posicao do local
24, 48, 96 Ponta 49-54 Pontas de 1000 pl 1
Pontas de 300 pl 2
Pontas de 50 pl 3

Introduza a localizacao da primeira e da Ultima ponta de cada rack de pontas e, em seguida, clique em OK.
Leia os codigos de barras da caixa de extragao.

Introduza o nome de utilizador ou as iniciais do preparador do reagente e, em seguida, clique em OK.

Leia os codigos de barras da caixa de acessorios.

Introduza o nome de utilizador ou as iniciais do preparador do reagente e, em seguida, clique em OK.
Confirme se os cédigos de barras estdo afixados.

Retire o selo da placa de pocos profundos de plasma final e coloque as placas (com o codigo de barras
voltado para a direita) no suporte das placas, da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

Tamanho do lote de Suporte ’ Posicao do
. Pista Item
amostras Tipo local
24, 48, 96 Multiflex 19- Nova placa de saia completa, intermédia - Com cédigo de 1
24 barras
Nova placa de saia completa, eluicdo de cfDNA - Com cédigo 2
de barras
Nova placa de pocos profundos, extracéo intermédia - Com 4
coédigo de barras
Placa de pocos profundos de plasma final - Com coédigo de 5

barras

Confirme se a placa de ligacdo de ADN tem cédigo de barras e, em seguida, clique em OK.

Em lotes de placas parciais, coloque um selo recortado nos pocos sem selo (colunas 4-12 para lotes de 24
amostras e colunas 7-12 para lotes de 48 amostras).

Coloque a placa de ligacao de ADN no tubo de vacuo com o cédigo de barras voltado para o lado direito.
Selecione a caixa de verificacdo Are DNA Binding Plate Columns Sealed? (As colunas da placa de ligacdo
de ADN estao seladas?) e, em seguida, clique em OK.

Coloque os tubos de reagente no suporte de reagentes da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

Tamanho do lote de amostras Sl_jrri)::e Pista Item Posicao do local
24, 48 Reagente 47 16 ml de tampao de eluigcao 1
11 ml de Proteinase K 2
96 Reagente 47 16 ml de tampao de eluigcao 1
15 ml de Proteinase K 2

17 Transfira os reagentes especificados para os reservatérios dos pogos profundos e, em seguida, coloque os

18

reservatérios nos suportes de pogos profundos da seguinte forma.
Clique em OK.
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19
20

Suporte =
Tamanho do lote de amostras TFi)po Pista Item Posigcao do local

24, 48 Poco profundo 39-44 125 ml de tampao de lavagem I

iy

125 ml de tampao de lavagem |
60 ml de EtOH a 100%
100 ml de tampao de lise

60 ml de agua sem RNase/DNase

=l O DN

96 Poco profundo 39-44 200 ml de tampéao de lavagem I
125 ml de tampao de lavagem |
100 ml de EtOH a 100%

100 ml de tampao de lise

a| s~ ODN

100 ml de 4gua sem RNase/DNase

Aguarde pela conclusao da verificagdo automatica do volume de reagente.
Confirme se o recipiente de residuos de vacuo ndo esta a mais de metade da sua capacidade (recomenda-se
que esteja vazio) e, em seguida, clique em OK.

21 Confirme a colocacao de todos os suportes, material do laboratério e reagentes e, em seguida, clique em OK
no ecra Extraction Deck Verification (Verificacdo da plataforma de extracéo).

22 Observe o ML STAR durante os passos automaticos.

23 Apos o passo de vacuo final, remova a placa de ligagao de ADN e limpe a superficie inferior com EtOH a 70%.

24 Coloque o selo em quaisquer pogos destapados da placa de ligagcao de ADN e coloque-a na placa vazia de
pocos profundos de plasma final.

25 Centrifugue o conjunto da placa de ligagao de ADN/placa de plasma final a 5600 x g durante 10 minutos com o
travao ligado.

26 Clique em OK.

27 Durante a centrifugacdo da placa de ligagdao de ADN, proceda a limpeza a vacuo:

a Remova o tubo de vacuo e, em seguida, clique em OK.

b Aguarde pela conclusao da eliminacao dos residuos.

¢ Limpe o tubo de vacuo e o interior do sistema de vacuo com EtOH a 70% e, em seguida, volte a
colocar o tubo de vacuo.

d Selecione a caixa de verificagao Manifold is on Vacuum (O tubo estd em vacuo) para iniciar a
transferéncia da placa de eluicdo no tubo de vacuo e, em seguida, clique em OK.

28 Apos a centrifugagao, retire os selos dos pogos que contém as amostras na placa de ligacao de ADN e
coloque-a por cima da placa de eluicdo de cfDNA.

A placa de eluicao de cfDNA esta no tubo do vacuo.

29 Coloque a placa de ligacao de ADN com o cédigo de barras voltado para a direita e, em seguida, clique em
OK.

30 Observe o ML STAR durante os passos automaticos.

31 Apos a incubacéo, selecione a caixa de verificacdo Plates are assembled as indicated (As placas estao
montadas conforme indicado) para confirmar que o conjunto da placa de ligacao de ADN/placa de eluicdo de
cfDNA esta numa base de suporte (se necessario por centrifuga).

32 Sele os pogos abertos na placa de ligacdo de ADN.

33 Centrifugue a 5600 x g durante 2 minutos com o travao ativado e, em seguida, clique em OK.

34 Inspecione a placa de eluicdo de cfDNA para verificar se os volumes sdo consistentes em cada poco.

O volume esperado é de cerca de 55 .

35 Coloque o selo e preserve a placa de eluicdo de cfDNA para a preparagao da biblioteca.

36 Quando solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), certifique-se de que a plataforma de
carregamento do ML STAR esta livre de obstrucdes para pemitir que o ML STAR descarregue os suportes

37 Cligue em Unload (Descarregar) para descarregar a plataforma.
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38 Retire todos os suportes e limpe a plataforma do ML STAR e, em seguida, clique em OK.
39 Introduza comentarios sobre os pocos afetados e, em seguida, clique em OK.

40 Execute um dos seguintes passos:
Para continuar a Preparar bibliotecas, clique em Yes (Sim).
Para parar, clique em Exit (Sair).

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, coloque o selo na placa de eluicao de cfDNA e armazene entre -25 °C e -15 °C até um maximo de
7 dias.

Preparar bibliotecas

Preparacao
Examine visualmente as caixas de preparagao de bibliotecas e de acessoérios para confirmar se a data de
validade dos kits ndo expirou.
Prepare os seguintes reagentes. Coloque uma etiqueta nos tubos do reservatério e nos reservatérios de pocos

1

2

profundos com os nomes dos reagentes.

Item

Mistura de reparacao de
extremidades

Mistura de poliadenilagédo
(A-Tailing)

Mistura de ligacao

Tampao de ressuspensao

Tampao de hibridizagao

VeriSeq NIPT DNA
Adapter Plate (Placa
adaptadora de ADN
VeriSeq NIPT)

Esferas de purificagdo de
amostras

EtOH a 80%

Placa de eluigdo de
cfDNA de Extracao de
cfDNA na pagina 15.

Armazenamento

-25°C a-15°C

-256°C a-15°C

-25°Ca-15°C

2°Ca8°C

-25°Ca-15°C

-25°Ca-15°C

2°Ca8°C

2°Ca8°C

-256°C a-15°C

Instrugoes

Descongele a temperatura ambiente.
Agite por voértice para misturar.

Descongele a temperatura ambiente.
Agite por vortice para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

Descongele a temperatura ambiente.
Agite por vortice para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

Agite por voértice para misturar.
Volte a armazenar ap6s a utilizacao.

Descongele a temperatura ambiente.
Agite por vértice para misturar.
Volte a armazenar apo6s a utilizacao.

Descongele a temperatura ambiente.

Agite por vortice para misturar.

Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.
Aplique um cédigo de barras de placa.

Deixe repousar durante 30 minutos para alcancar a temperatura
ambiente.

Agite em vértice vigorosamente antes de cada utilizagao.

Misture por voértice ou inversao até que todas as esferas estejam em
suspensio e a mistura seja homogénea.

Prepare no momento.
Combine 40 ml de EtOH a 100% e 10 ml de agua sem RNase/DNase.
Inverta para misturar.

Se previamente armazenada, confirme se a placa ndo esta armazenada
ha mais de 7 dias e descongele a temperatura ambiente.

Agite por voértice a 1500 rpm durante 1 minuto.

Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.

3 Coloque 1 etiqueta de nova biblioteca de placas de saia completa e aplique um cédigo de barras de placa.
4  Certifique-se de que o controlo térmmico do ML STAR esta ligado.
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Diluir enzimas
1 Combine a mistura de poliadenilagdo (A-Tailing) e o tampao de ressuspensdo num tubo de tampa de enroscar.
Agite por vortice para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

Tamanho do lote de amostras Mistura de poliadenilagao (A-Tailing) Tampao de ressuspensao
24, 48 900 i 1200 pi
96 1800 pl 2400 pl

2 Combine a mistura de ligagado e o tampao de ressuspensdo num tubo de tampa de enroscar. Agite por vortice
para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

Tamanho do lote de amostras Mistura de ligacao Tampao de ressuspensao
24, 48 230 pl 1713 pl
96 440 pl 3278 pl

Procedimento

1 Clique em OK para iniciar a preparacao de bibliotecas. Se o VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT) ainda
nao estiver aberto:

a Abra o ApplLauncher e, em seguida, clique em VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT).
b Introduza o ID do lote e o nome de utilizador e, em seguida, clique em OK.

2 Confirme que os seguintes consumiveis foram preparados conforme indicado no ecra Reagent Preparation
(Preparacao de reagentes):
Mistura de poliadenilagdo (A-Tailing), Mistura de ligagao e EtOH a 80%.
Esferas de purificacdo de amostras, mistura de reparacdo de extremidades e a
VeriSeq NIPT DNA Adapter Plate (Placa de adaptador de ADN).

3 Selecione as caixas de verificacdo e, em seguida, clique em OK.
4  Proceda a leitura dos cédigos de barras das caixas de preparacado da biblioteca.
5 Introduza o nome de utilizador ou as iniciais do preparador do reagente e, em seguida, clique em OK.
6 Leia os codigos de barras da caixa de acessorios.
7 Introduza o nome de utilizador ou as iniciais do preparador do reagente e, em seguida, clique em OK.
8 Coloque as pontas nos suportes das pontas, da seguinte forma e, em seguida, clique em OK para cada
suporte.
Tamanho do lote de amostras Sl::_?::e Pista Item Posicao do local
24 Ponta 1-6 Pontas de 50 pl 1
7-12 Pontas de 300 pl 1; 2
48 Ponta 1-6 Pontas de 50 pl 1; 2
7-12 Pontas de 300 pl 1,2,3,4
96 Ponta 1-6 Pontas de 50 pl 1,2,3,4
7-12 Pontas de 300 pl 1,2,3,4,5

9 Se parou o protocolo depois do procedimento de Extracdo de cfDNA, coloque as pontas contadas nos
suportes de pontas da seguinte forma.

Suporte

Tamanho do lote de amostras Tipo Pista Item Posicao do local
24, 48, 96 Ponta 49-54 Pontas de 1000 pl 1
Pontas de 300 pl 2
Pontas de 50 pl 3
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10 Introduza a localizagao da primeira ponta de cada rack de pontas e, em seguida, clique em OK.
11 Confirme se os cédigos de barras estédo afixados e coloque as placas (com o cédigo de barras voltado para a
direita) no suporte de placas, da seguinte forma, e clique em OK.

Tamanho do lote de Suporte . Posicao do
. Pista Item
amostras Tipo local
24, 48, 96 Multiflex 19-24 Placa de eluigcdo de cfDNA - Com cédigo de barras 1
Placa de adaptador de ADN - Com cédigo de barras 2
Nova placa de 96 pocos com saia completa, bibliotecas - 3
Com coédigo de barras
Novas placas de saia completa de 96 pocos 4;5
12 Coloque o suporte de pocos profundos da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.
Suport ica
Tamanho do lote de u;.>0 e Pista  Item Posicao do
amostras Tipo local
24, 48, 96 Poco 39-44 50 ml de EtOH a 80% num reservatério de pogos 1
profundo profundos
Novas placas de saia completa de 96 pocos 2,3,4,5

13 Coloque os tubos de reagente no suporte de reagentes da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

Tamanho do lote de Suporte . Posicao do
) Pista Item
amostras Tipo local
24, 48, 96 Reagente 47 2,5 ml de mistura de reparacao de extremidades 1
Mistura de poliadenilagdo (A-Tailing) preparada (volume 2
total)
Mistura de ligacao preparada (volume total) 3
10 ml de esferas de purificacdo de amostras 4
12 ml de tampao de hibridizagao 5

14 Certifique-se de que os suportes, o material do laboratério e os reagentes sdo carregados conforme indicado
e, em seguida, clique em OK no ecra Library Deck Verification (Verificagdo da plataforma de bibliotecas).

15 Aguarde pela conclusao da verificagdo automatica do volume de reagente.

16 Observe o ML STAR durante os passos automaticos.

17 Quando solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), certifique-se de que a plataforma de
carregamento do ML STAR esta livre de obstrucdes para permitir que o ML STAR descarregue os suportes e,
em seguida, clique em Unload (Descarregar) para descarregar a plataforma.

18 Inspecione a placa de bibliotecas para verificar se os volumes sao consistentes em cada poco.

|' ATENGCAO
J Se os volumes dos pocos forem inconsistentes, as amostras podem produzir resultados incorretos.
19 Se ammazenar, sele e guarde a placa de bibliotecas.
20 Retire os suportes, limpe a plataforma e, em seguida, clique em OK.
21 Introduza comentarios sobre os pocos afetados e, em seguida, clique em OK.
22 Execute um dos seguintes passos:
Para continuar para a Quantificar bibliotecas, clique em Yes (Sim).
Para parar, clique em Exit (Sair).
23 Se nao for parar, avance imediatamente com a quantificacao.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, coloque o selo na placa de bibliotecas antes de armazenar. A placa de bibliotecas mantém-se estavel
até um maximo de 7 dias de armazenamento apos a data de preparacao de -25°C a-15°C.
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Quantificar bibliotecas

Preparacao

1 Prepare os seguintes reagentes:

Iltem Armazenamento

Reagente de
quantificacdo de ADN

Padréao de quantificagcao
de ADN

Placa de bibliotecas da
Preparar bibliotecas na
pagina 19

Tampao de ressuspensdo 2°C a8°C

2°Ca8°C

2°Ca8°C

-256°C a-15°C

Instrugoes

Proteja da luz.

Descongele a temperatura ambiente durante 30-150 minutos.
(Recomenda-se que remova um reagente no inicio do procedimento de

preparacao de bibliotecas.)

Agite por vértice para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

Agite por vortice para misturar e, em seguida, centrifugue brevemente.

Se previamente armazenada, confirme se a placa nao esta armazenada

ha mais de 7 dias e descongele a temperatura ambiente.

Agite por vértice para misturar.
Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.

Agite por vortice para misturar.

2 Ligue o fluorometro 10 minutos antes de utilizar.
3 Aplique um cédigo de barras a uma nova placa de 384 pocos.
4 Apligue um coédigo de barras a uma nova placa de saia completa.

Procedimento

1 Clique em OK para iniciar a quantificagdo.
2 Se o VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT) ainda nao estiver aberto:

a Abra o AppLauncher e clique em VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT).

b Introduza o ID do lote e o nome de utilizador e, em seguida, clique em OK.

3 Leia os cédigos de barras da caixa de acessoérios.

S

Tamanho do lote de amostras

24, 48

96

Slfl_?::e Pista Iltem
Ponta 1-6 Rack da ponta de 300 pl
Rack da ponta de 50 pl
Ponta 1-6 Rack da ponta de 300 pl

Rack da ponta de 50 pl

Introduza o nome de utilizador ou as iniciais do preparador do reagente e, em seguida, clique em OK.
5 Coloque as pontas no suporte de pontas da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

Posicao do local

1
2
1

2; 3

6 Confirme se os cédigos de barras estdo afixados e, em seguida, se necessario, destape a placa de

bibliotecas.

7 Coloque as placas (com o cédigo de barras voltado para a direita) no suporte Multiflex da seguinte forma e,

em seguida, clique em OK.

Tamanho do lote de Suporte
amostras Tipo
24, 48, 96 Multiflex
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Pista

19-

24

Item

Novas placas de saia completa - Com cédigo de

barras

Nova placa de 384 pogos - Com cédigo de barras

Placa de bibliotecas - Com cédigo de barras

Novas placas de saia completa de 96 pocos

Posicao do
local

1
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8 Coloque os tubos de reagente sem tampas no suporte de tubos da seguinte forma e, em seguida, clique em

OK.
rt
Tamanho do lote de amostras Slfl_?:o © Pista Item Posicao do local
24, 48, 96 Tubo 46 Padrao de quantificacao de ADN 1
Reagente de quantificacdo de ADN 2

9 Coloque os tubos de reagente no suporte de reagentes da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

Suporte

Tamanho do lote de amostras Tipo Pista Item Posicao do local
24, 48, 96 Reagente 47 Novo tubo de reagente (vazio) 1
Tampao de ressuspensao de 16 ml 2

10 Se parou o protocolo depois do procedimento de Preparacao de biblioteca, coloque as pontas contadas nos
suportes de pontas da seguinte forma.

Suport
Tamanho do lote de amostras l_JrFi’:() © Pista Iltem Posicao do local
24, 48, 96 Ponta 49-54 Pontas de 1000 pl 1
Pontas de 300 pl 2
Pontas de 50 pl 3

11 Introduza a localizacdo da primeira e da ultima ponta de cada rack de pontas e, em seguida, clique em OK.

12 Certifique-se de que os suportes, o material do laboratério e os reagentes sado colocados conforme indicado e,
em seguida, clique em OK no ecra Quant Deck Verification (Verificagcdo da plataforma de quantificacao).

13 Aguarde pela conclusao da verificagdo automatica do volume de reagente.

14 Observe o ML STAR durante os passos automaticos.

15 Quando solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), certifique-se de que a plataforma de
carregamento do ML STAR esta livre de obstrucdes para permitir que o ML STAR descarregue os suportes.

16 Clique em Unload (Descarregar) para descarregar a plataforma.

17 Retire a placa de bibliotecas.

a Inspecione a placa para verificar se os volumes sao consistentes em cada poco.
b Coloque o selo na placa de bibliotecas e armazene a temperatura ambiente até que a analise de
dados fluorométricos seja concluida.

18 Retire as restantes placas de 96 amostras e verifique se os volumes s&o consistentes em cada poc¢o.
Erros de volume total podem indicar um problema nos passos de pipetagem.

19 Retire a placa de 384 pocos e verifique se existe liquido nos pogos apropriados.

20 Coloque um selo de aluminio na placa.

21 Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.

22 Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos, ao abrigo da luz.

23 Retire todos os suportes e limpe a plataforma do ML STAR e, em seguida, clique em OK.

NOTA

Nao elimine os reagentes de quantificacdo até que os dados sejam obtidos. Os reagentes
continuam a ser necessarios para repetir a quantificacao.
24 Apés a incubacao, remova o selo de aluminio e coloque a placa de 384 pocos no leitor de microplacas.
Certifique-se de que Al é apresentado no canto superior esquerdo durante o carregamento.
25 Faca duplo clique no modelo VeriSeq NIPT para abrir o modelo no SoftMax Pro.
26 Selecione New Experiment (Novo ensaio) no separador Home (Inicio).
27 Selecione Read (Leitura).
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28 Exporte os dados como XML, da seguinte forma.

a Clique com o botao direito em Plate (Placa) e, em seguida, selecione Rename (Mudar o nome).

b Leia o codigo de barras da placa de quantificacdo e, em seguida, clique em OK.

¢ No canto superior esquerdo do ecr3, clique no icone da placa e, em seguida, selecione Export
(Exportar) no menu.

d Selecione a caixa de verificacdo Expt name (Nome de expt), defina a data da placa como nao
processada, defina o formato de saida como XML e, em seguida, clique em OK.

e Defina o nome e o caminho do ficheiro de saida e, em seguida, clique em Save (Guardar).

O computador Hamilton tem de ter capacidade de acesso a localizagao do ficheiro. Nao utilize espagos no
nome ou no caminho do ficheiro.

Analise

1

aproODN

(]

No Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), no ecra Scanner Information (Informagdes do scanner)
introduza um ID de fluorémetro.
Introduza comentarios sobre a execucao do fluorometro e, em seguida, clique em OK.
Aceda ao ficheiro de quantificagcdo XML que contém os dados fluorométricos e, em seguida, clique em OK.
Reveja a curva padrao e os resultados da andlise de concentracdo da amostra e, em seguida, clique em OK.
Se for necessario repetir a leitura da placa, clique em Rescan (Repetir leitura).
As amostras séo sensiveis a luz e ao tempo. Quando necessario, efetue a repeticdo da andlise imediatamente.
Introduza comentarios sobre os pocos afetados e, em seguida, clique em OK.
Avalie os resultados e continue da seguinte forma.
Se os resultados forem aprovados na especificacdao, avance para as bibliotecas de pool. Para obter
especificacdes, consulte a tabela de métricas e limites de CQ de quantificagdo no Guia do Software
VeriSeq NIPT Solution v2 (documento n.° 1000000067940).
Se os resultados falharem a especificacao, o sistema interrompe o método. Repita os procedimentos de
quantificacdo, comecando pela Preparacdo na pagina 22.
Execute um dos seguintes passos:
Para continuar o pooling de bibliotecas, clique em Yes (Sim).
Para parar, clique em Exit (Sair).

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA

Se parar, coloque o selo na placa de bibliotecas antes de armazenar. A placa de bibliotecas mantém-se estavel
até um maximo de 7 dias de armazenamento cumulativo entre -25 °C e -15 °C.

Bibliotecas de pool

Preparacao
1 Prepare os seguintes reagentes:
ltem Armazenamento Instrucdes
Tampao de hibridizacao -25°C a-15°C Descongele a temperatura ambiente.

Agite por vértice para misturar.
Volte a armazenar ap6s a utilizacao.

Placa de bibliotecas do Procedimento de -25°C a-15°C Se armazenado previamente, descongele a
Procedimento na pagina 22. temperatura ambiente.
Agite por vortice a 1500 rpm durante 1 minuto.
Centrifugue a 1000 x g durante 20 segundos.

2 Coloque uma etiqueta de Pool A num tubo de pooling vazio. Para 96 amostras, coloque uma segunda etiqueta
de Pool B num tubo de pooling vazio.
24 | Documenton.©1000000086778 vO1POR Agostode 2019

English Source: 1000000078751 vO1



Folheto informativo do VeriSeq NIPT Solution v2

3 Guarde o seguinte programa de desnaturacdao no termociclador com uma tampa aquecida.

Escolha a op¢ao de tampa pré-aquecida e defina para 102 °C.

Defina o volume de reacdo para 50 pl.

Defina a taxa de aumento para o maximo (>2 °C por segundo).

Incube a 96 °C durante 10 minutos e em seguida a 4 °C durante 5 segundos.
Mantenha nos 4 °C.

® QO 0 T o

Procedimento
1 Coloque a placa de bibliotecas no termociclador pré-programado e execute o programa de desnaturagao.

NOTA
Nao desnature a placa de bibliotecas antes de a quantificacao ser aprovada nas métricas do CQ, uma
vez que podera ser necessario repetir a quantificagao.

2 Centrifugue a placa de bibliotecas a 1000 x g durante 20 segundos.

Selecione OK no Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho) para iniciar o pool de bibliotecas.
4  Se o VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT) ainda nao estiver aberto:

w

a Abra o Applauncher e selecione VeriSeq NIPT Method (Método VeriSeq NIPT).
b Introduza o ID do lote e o nome de utilizador e, em seguida, clique em OK.

5 Selecione a concentragdo do pool e, em seguida, clique em OK.
Se necessario, ajuste a concentragao do pooling para alcangar uma densidade de 220-260 k/mm? do cluster-
alvo.
6 Se solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), execute um dos seguintes passos:
Para carregar uma ficha de amostras, selecione a ficha de amostras associada ao lote e, em seguida,
clique em Load (Carregar).
Para utilizar os valores predefinidos do sistema para os restantes tipos de amostra, relatério sobre sexo ou
tipo de rastreio, clique em Use Default (Utilizar predefinicdo) em cada definicéo.
Para obter informagées sobre a criagdo de uma ficha de amostras, consulte o Guia do Software
VeriSeq NIPT Solution v2 (documento n.° 1000000067940).

|' ATENGCAO
Antes de selecionar a opcao Use Default (Utilizar predefinicéo), certifique-se de que predefiniu os

valores nas ferramentas de servico do Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho). Caso
contrario, podera resultar na analise incompleta das amostras.

[ -

7 Selecione Start (Iniciar) para comecgar a contar o tempo da placa de desnaturagao.
8 Coloque as pontas nos suportes de pontas da seguinte forma.

t
Tamanho do lote de amostras Slfl_?:; e Pista Item Posicao do local
24, 48, 96 Ponta 7-12 Pontas de filtro de 50 pl 1

9 Coloque a placa de biblioteca de desnaturacédo (com o cédigo de barras voltado para a direita) no suporte
Multiflex da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

Tamanho do lote de Suporte . Posicao do
. Pista Item
amostras Tipo local
24, 48, 96 Multiflex 19-24  Placa de bibliotecas de desnaturacédo (com cédigo de 1
barras)
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10 Coloque os tubos de pooling no suporte de tubos da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

rt
Tamanho do lote de amostras Sl'Jl'?so e Pista Iltem Posicéao do local
24, 48 Tubo 46 Novo tubo de 2 ml, Pool A 1
96 Tubo 46 Novo tubo de 2 ml, Pool A 1
Novo tubo de 2 ml, Pool B 2

11 Coloque os tubos de reagente no suporte de reagentes da seguinte forma e, em seguida, clique em OK.

Tamanho do lote de amostras Slfr?::e Pista Item Posicao do local
24, 48, 96 Reagente 47 Tampao de hibridizagao 3 ml 1

12 Coloque as pontas nos suportes de pontas da seguinte forma.

S t
Tamanho do lote de amostras l_jr?:; e Pista Iltem Posicao do local
24, 48, 96 Ponta 49-54 Pontas de filtro de 1000 pl 1
Pontas de filtro de 300 pl 2
Pontas de filtro de 50 pl 3

13 Introduza a localizagao da primeira e da ultima ponta de cada rack de pontas e, em seguida, selecione OK.

14 Certifique-se de que os suportes, o material do laboratério e os reagentes sédo colocados conforme indicado e,
em seguida, selecione OK no ecra Pooling Deck Verification (Verificagao da plataforma de pooling).

15 Observe o ML STAR durante os passos automaticos.

16 Introduza comentarios sobre os pocos afetados e, em seguida, clique em OK.

17 Quando solicitado pelo Workflow Manager (Gestor de fluxo de trabalho), certifique-se de que a plataforma de
carregamento do ML STAR esta livre de obstrugdes para permitir que o ML STAR descarregue os suportes.

18 Clique em Unload (Descarregar) para descarregar a plataforma.

19 Retire o suporte de tubos.

20 Tape cada tubo de pooling, agite em vértice e centrifugue brevemente.

21 Cliqgue em OK.

22 Proceda a sequenciacao das bibliotecas assim que possivel apés o pooling. Se necessario, sele a placa de
bibliotecas e armazene entre os -25 °C e os -15 °C durante até 7 dias, para poder voltar a fazer o pool.

PONTO DE PARAGEM DE SEGURANCA
Se parar, coloque as tampas nos tubos de pooling e armazene entre -25 °C e -15 °C até um maximo de 7 dias.

Preparar pools de bibliotecas para sequenciacao

Preparacao
1 Prepare os seguintes reagentes:
ltem Armazenamento Instrucoes
Tubos de pool -25°Ca-15°C Se armazenado previamente, descongele a temperatura
ambiente.

Agite em vortice brevemente.
Centrifugue brevemente.

2  Prepare o sistema de sequenciagao de nova geragao preenchendo os seguintes campos do Médulo
VeriSeq NIPT no Local Run Manager (LRM):

a Run Name (Nome do ensaio)
b Run Description (Descricdo do ensaio) (opcional)
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¢ Pool Barcode (Coédigo de barras do pool)

Para obter mais informacgdes sobre a utilizacdo do Médulo LRM, consulte o Guia do Software
VeriSeq NIPT Solution v2 (documento n.° 1000000067940).

] ATENCAO
J O cédigo de barras do pool introduzido no médulo LRM tem de corresponder ao cédigo de barras

do pool introduzido no Gestor do fluxo de trabalho. As configura¢des de ensaios incorretas séo
rejeitadas pelo software de analise e podem requerer a repeticdo da sequenciacgéo.

O seguinte procedimento descreve o carregamento adequado de bibliotecas de pool para um instrumento de
sequenciacao de nova geracao baseado em cartuchos.

Procedimento
1 Adicione os seguintes consumiveis ao cartucho de reagentes e proceda a pipetagem para misturar.
Tampao de hibridizagao de 900 pl
Pool A de 450 pl
2 Avance com a sequenciagao num sistema de sequenciagcdo de nova geracgao.
Para obter instrugdes de sequenciagédo, consulte o guia de referéncia do seu instrumento de sequenciacéo de
nova geragiao. Para um NextSeq 550Dx, consulte o Guia de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx
(documento n.° 1000000009513) ou o Folheto informativo do instrumento NextSeq 550Dx (documento
n.° 1000000043133).
3 Se necessario, repita este procedimento para o Pool B.
Para alcancar um intervalo de densidade do cluster-alvo, pode ser feito um novo pool da placa de
bibliotecas utilizando uma concentracao de pool diferente no Hamilton. Ao realizar novamente o pool
invalida o pool original.
Em altemativa, a razdo do pool para HT1 (450+900ul) pode ser modificada para alcancar um intervalo de
densidade do cluster-alvo.

Sequenciacao de nova geracao
O VeriSeq NIPT Solution v2 pode ser utilizado com um sequenciador de nova geragao com as seguintes
especificacdes:
Capacidade de 2x36 leituras com extremidades emparelhadas.
Compativel com adaptadores de indices em kits de preparacdao de amostras VeriSeq NIPT.
Quimica de dois canais.
Produgao automatica de ficheiros .BCL (dados nao processados do instrumento de sequenciacao).
400 milhoes de leituras de extremidades emparelhadas por ensaio.

Compativel com o VeriSeq NIPT Assay Software v2.
O NextSeq 550Dx é compativel com o VeriSeq NIPT Solution v2.

Analise de dados de sequéncia

Apo6s a conclusao da sequenciacéo, os dados da sequenciacdo sdo enviados automaticamente para o

VeriSeq NIPT Assay Software v2 para analise e geracéo de relatérios. O relatério inclui classificacdes de cada
amostra do lote, bem como uma avaliagdo de todos os indicadores de CQ do ensaio. O processo de andlise
desde a conclusao da sequenciagao até aos resultados finais demora cerca de 4 horas num lote de 48
amostras. Para obter informacdes detalhadas sobre a andlise de dados e o ficheiro de saida, consulte o Guia do
Software VeriSeq NIPT Solution v2 (documento n.° 1000000067940).
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Interpretacao dos resultados

O algoritmo do VeriSeq NIPT Solution v2 tem um modelo estatistico sofisticado que combina varios tipos
diferentes de informacdes do conjunto de fragmentos de bibliotecas de sequenciacao de extremidade
emparelhada. Este modelo é utilizado para detetar regides do genoma que estdao sub ou sobre-representadas
na biblioteca de cada amostra. Ainda mais importante, este modelo considera se o grau de uma sobre-
representacao ou sub-representacao é quantitativamente consistente com um evento de aneuploide no genoma
fetal ao nivel da fracdo fetal estimada para a biblioteca.

Relativamente a todos os cromossomas, os dados de sequenciacédo de extremidades emparelhadas sao
alinhados com o genoma de referéncia (HG19). As leituras alinhadas ndo duplicadas Unicas sdo agregadas em
contentores de 100 Kb. As contagens de contentores correspondentes sao ajustadas ao desvio de GC e de
acordo com a cobertura genémica especifica da regido estabelecida anteriormente. Mediante a utilizagdo destas
contagens de contentores normalizadas, sdo derivadas pontuacéoes estatisticas para cada autossoma ao
comparar as regides de cobertura que podem ser afetadas pela aneuploidia com os autossomas restantes.

E calculada uma razdo de verosimilhancga de registo (LLR) para cada amostra tendo em conta estas pontuagoes
baseadas na cobertura e a fragéo fetal estimada. A LLR é a probabilidade de uma amostra ser afetada tendo em
conta a cobertura observada e a fragao fetal versus a probabilidade de uma amostra néo ser afetada dada a
mesma cobertura observada. O calculo desta razao também considera a incerteza estimada relativamente a
fracao fetal. Para calculos subsequentes, é utilizado o logaritmo natural do racio. O Assay Software avalia a LLR
de cada cromossoma visado e cada amostra para fornecer a determinac¢do de aneuploidia.

Durante a criacédo de lotes, o utilizador tem de definir o tipo de uma amostra (unifetal ou de gémeos), o tipo de
rastreio (basico ou genémico) e a comunicag¢do do cromossoma sexual (Sim, Nao e SCA) pretendido em cada
amostra. Em conjunto, estas opcdes determinam as informacdes reportadas para cada amostra.

Para todos os tipos de amostra, o tipo de rastreio determina as anomalias autossémicas que sao reportadas.
No tipo de rastreio basico, sao reportados apenas os eventos de trissomia total nos cromossomas 13, 18 e 21.
No tipo de rastreio genémico, é reportada qualquer eliminagcao ou duplicacdo total ou parcial de qualquer
cromossoma autossémico. O tamanho mais pequeno reportavel de duplicagdo ou eliminacéao parcial
cromossémica é de 7 Mb.

Em amostras unifetais, pode desativar a op¢céo para reportar o cromossoma sexual. Também pode configurar
para reportar aneuploidias do cromossoma sexual reportando ou ndo o sexo das amostras euploides.

Em amostras de gémeos, se selecionar Yes (Sim) para reportar o cromossoma sexual, o resultado sera limitado
a presenca ou auséncia de um cromossoma Y na biblioteca. Nao é possivel reportar uma aneuploidia do
cromossoma sexual em amostras de gémeos.

Um resultado de ANOMALY DETECTED (ANOMALIA DETETADA) indica que os rastreios sao positivos para
uma ou mais anomalias de acordo com o tipo de rastreio selecionado e com a op¢éo para reportar o
cromossoma sexual. Quando uma anomalia é detetada, o relatério fornece uma descricdo da anomalia na
notacéo citogénica.

O VeriSeq NIPT Assay Software v2 utiliza as estatisticas geradas durante a sequenciagao para fornecer uma
estimativa da fracao fetal (EFF) para cada amostra. A EFF é o componente fetal estimado de cfDNA que é
recuperado pelo ensaio e reportado como percentagem arredondada para cada amostra. O desvio padrao
médio desta estimativa em todas as amostras é de 1,3%. Nao deve utilizar isoladamente a EFF para excluir
amostras quando reportar resultados.

Para proceder a identificacbes de representacdo cromossomica, o VeriSeq NIPT Assay Software v2 utiliza o
iFACT (teste individual de confianca de aneuploidia fetal), um indicador de limiar dinamico que indica se o
sistema gerou uma cobertura suficiente de sequenciacéo, tendo em conta a estimativa de fragdo fetal para cada
amostra. S6 séo reportadas identificacdes negativas se a amostra cumprir o limiar do iFACT. Se uma amostra
nao atingir este limiar, a avaliacao do controlo de qualidade apresenta FAILED iFACT (iFACT FALHADO) e o
sistema n&o gera um resultado.
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Além do iFACT, o VeriSeq NIPT Assay Software v2 avalia varias outras métricas de CQ durante a andlise. As
métricas adicionais incluem avaliacées de uniformidade de cobertura em regides gendmicas de referéncia e a
distribuicdo dos tamanhos dos comprimentos de fragmentos de cfDNA. A avaliagdo de controlo de qualidade
apresenta um sinalizador de controlo de qualidade ou uma falha de controlo de qualidade relativamente a
indicadores que estejam fora do intervalo aceitavel. Em caso de falha de controlo de qualidade, o sistema nao
gera um resultado para a amostra. Se uma amostra falhar no CQ, a amostra pode ser novamente processada
desde que haja um volume de plasma suficiente no tubo de colheita de sangue.

O VeriSeq NIPT Solution v2 gera dados para serem utilizados num relatério final. Nao gera um relatério final
para o paciente. Os clientes sdo responsaveis pelo formato e pelo contetido do relatério final fornecido ao

médico no ponto de atendimento. A lllumina ndo é responsavel pela precisao dos termos do relatério final do
cliente.

Caracteristicas de desempenho

Os seguintes dados descritos nas sec¢oes de desempenho clinico e desempenho analitico foram gerados com
os protocolos e os materiais descritos nas Instru¢ées de utilizacdo comecando pelo plasma. Todos os dados
de sequenciacio nesta seccdo foram gerados num sistema de sequenciacdo NextSeq 500/550 ou num sistema
de sequenciacdo NextSeq 550Dx com as seguintes configuracoes:

NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx

Software no NextSeq Control Software 4.0 NextSeq Operating Software 1.3
instrumento

Versao do Kit Kit de reagentes NextSeq 500/550 High Output v2.5  Kit de reagentes NextSeq 550Dx High Output v2.5

de reagentes (75 ciclos) (75 ciclos)
Método de Ensaio de sequenciagao de extremidades Ensaio de sequenciacédo de extremidades
sequenciagdo emparelhadas 2x36 no modo de saida elevado emparelhadas 2x36 no modo de saida elevado

Estudo clinico

A precisao clinica do VeriSeq NIPT Solution v2 foi demonstrada através da avaliagdo de amostras de plasma de
mulheres gravidas com gestagdes unifetais ou de gémeos. As amostras foram obtidas a partir de amostras de
plasma nao identificadas, anteriormente processadas a partir de amostras de sangue total periférico. Foram
consideradas mais de 45 000 amostras para inclusdo no estudo. Estas amostras foram sujeitas a exames pré-
natal prévios para detetar aneuploidias fetais dos cromossomas e eliminagdes parciais e duplicagoes de 7 Mb
ou mais. Todas as amostras de gestacoes afetadas e um subconjunto de amostras consecutivas de gestacées
néo afetadas foram elegiveis para serem testadas, caso os resultados clinicos estivessem disponiveis e fossem
cumpridos os critérios da amostra. Foram incluidas no conjunto de testes de andlise 2335 amostras no total.
Deste conjunto, 2328 amostras eram de gestacdes unifetais e sete amostras eram de gestacdes de gémeos.

Destas amostras, 28 (1,2%, 28/2335) amostras falharam o controlo de qualidade do ensaio na primeira
passagem durante a andlise dos dados de sequenciacao concluidos:

e 27 falhas iFACT (uma XO, 26 nao afetadas)
e Uma falha para dados fora do intervalo esperado

Dados demograficos e caracteristicas da gestacao

A Tabela 7 apresenta um resumo da idade materna, idade gestacional e trimestre de gestacao, para as
amostras do exame do genoma, incluindo amostras conhecidas de mosaico.

Foram avaliados os dados demograficos entre os coortes basicos e de genoma que nao revelaram qualquer
diferenca estatistica. Os dados demograficos e as caracteristicas da gestacdo eram semelhantes
independentemente da inclusao ou exclusdo de mosaicos.
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Tabela7 Dados demogréaficos e caracteristicas da gestagcéo

Genoma

Estatistica de resumo . . . .
(incluindo mosaicos conhecidos)

NuUmero de amostras 2307*

Idade materna — anos

Média 35,08
Desvio padrao 4,04
Mediana 34,95

25.° percentil, 75.° percentil 32,31; 37,79
Minimo, maximo 20,22; 53,02

Idade gestacional no momento da colheita de sangue - semanas

Média 10,93
Desvio padrao 1,20
Mediana 10,57

25.° percentil, 75.° percentil 10,29; 11,14
Minimo, maximo 10,00; 27,86

Trimestre de gravidez - n (%)

< Primeiro (< 14 semanas) 2252 (98%)
Segundo 54 (2%)
Terceiro (> 27 semanas) 1 (0%)

* As amostras finais apresentadas continham 7 gémeos.

Desempenho clinico

30

Os resultados identificados pelo VeriSeq NIPT Solution v2 foram comparados com os resultados padrao de
referéncia clinica. Todas as amostras do estudo tiveram resultados padrao de referéncia clinica (verdade clinica)
relacionados com um estado de aneuploidia fetal cromossémica e eliminagbes parciais e duplicacées de 7 Mb
ou mais. O resultado padrao de referéncia clinica das amostras incluidas neste estudo depende dos resultados
da analise cromossémica ou de um exame fisico de um recém-nascido com um rastreio negativo do NIPT
baseado em NGS. Os colaboradores do estudo com formacao realizaram a classificagcdo dos dados padrado de
referéncia clinica, de acordo com o documento de Codificacdo médica do patrocinador.

Os métodos de andlise cromossémica incluiram a cariotipagem, a hibridacao fluorescente in situ (FISH) ou a
hibridacdo gendmica comparativa por microarrays (CMA). A andlise cromossémica foi realizada em sangue
periférico ou saliva de recém-nascidos ou bebés, amostras de produtos de concecao (POC), amnidcitos,
vilosidade coridnica, tecidos placentarios ou sangue do cordao umbilical pés-parto.

O mosaicismo ¢é definido pela presenca de duas ou mais linhas celulares de diferentes composicoes
cromossoémicas num individuo. As linhas celulares tém origem no mesmo zigoto. O tipo e o nivel de
mosaicismo varia e esta dependente da ocorréncia dos eventos de mosaico durante a embriogénese e do
desenvolvimento fetal. Diferentes tipos de mosaicismo aparecem em diagnésticos pré-natais consoante a
distribuicdo de linhas celulares com anomalias versus linhas celulares normais no citotrofoblasto, na
mesenquima ou no feto.'® Embora o mosaicismo possa ser visto em qualquer cromossoma, é mais frequente
em aneuploidias autossémicas raras (RAA)."! Muitas das RAA sdo apresentadas em forma de mosaico. Na
avaliacdo de desempenho, os casos de mosaico foram incluidos na andlise de genoma, uma vez que a
finalidade deste tipo de rastreio é detetar RAA.
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Desempenho de rastreio basico

As amostras do rastreio basico excluem 16 amostras com mosaicismo conhecido e mais 48 amostras afetadas
com anomalias apenas ao nivel do genoma, como RAA ou elimina¢des parciais e duplicacbes autossdmicas.
Foram incluidas na andlise 2243 amostras de gestacdes unifetais e de gémeos, no total. As sete gestacdes de
gémeos foram corretamente detetadas como trissomia 21 (T21) e ndao foram reportadas na tabela seguinte.

Tabela 8 Sensibilidade e especificidade do VeriSeq NIPT Solution v2 na detecao de trissomias 21, 18 e 13 num rastreio
basico em gestacgodes unifetais (excluindo mosaicos conhecidos)

T21 T18 T13
Sensibilidade > 99,9% (130/130) > 99,9% (41/41) > 99,9% (26/26)
IC 95% bilateral 97,1%, 100% 91,4%, 100% 87,1%, 100%
Especificidade 99,90% (1982/1984) 99,90% (1995/1997) 99,90% (2000/2002)
IC 95% bilateral 99,63%, 99,97% 99,64%, 99,97% 99,64%, 99,97%

Desempenho do rastreio genémico

As amostras do rastreio gendmico continham 36 amostras com mosaicismo conhecido. Foram testadas 2307
amostras de gestacoes unifetais e de gémeos, no total. As sete gestacées de gémeos foram corretamente
detetadas como tendo uma anomalia no cromossoma 21 que nao foi reportada nas tabelas seguintes.

No rastreio genémico, qualquer anomalia inclui trissomias, monossomias e elimina¢des parciais ou duplicacbes
de 7 Mb ou mais.

Desempenho do rastreio gendmico de qualquer anomalia

Tabela 9 Sensibilidade e especificidade do VeriSeq NIPT Solution v2 para detetar qualquer anomalia no rastreio gendmico
(incluindo mosaicos conhecidos)

Sensibilidade Especificidade
Estimativa % (n/N) 95,5% (318/333) 99,34% (1954/1967)
IC 95% bilateral 92,7%, 97,3% 98,87%, 99,61%

Desempenho do rastreio gendmico de qualquer anomalia nos cromossomas 21, 18 e 13

Tabela 10 Sensibilidade e especificidade do VeriSeq NIPT Solution v2 para detetar qualquer anomalia nos cromossomas
21,18 e 13 no rastreio gendmico (incluindo mosaicos conhecidos)

Cr 21 Cr 18 Cr 13
Sensibilidade 96,5% (136/141) 95,5% (42/44) 96,3% (26/27)
IC 95% bilateral 92,0%, 98,5% 84,9%, 98,7% 81,7%, 99,3%
Especificidade 99,90% (1987/1989) 99,90% (2000/2002) 99,90% (2005/2007)
IC 95% bilateral 99,63%, 99,97% 99,64%, 99,97 % 99,64%, 99,97%
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Desempenho do rastreio gendmico em aneuploidia autossomica rara

Tabela 11 Sensibilidade e especificidade do VeriSeq NIPT Solution v2 para detetar aneuploidia autossémica rara (RAA) em
rastreios gendmicos (incluindo mosaicos conhecidos)

Sensibilidade Especificidade
Estimativa % (n/N) 96,4% (27/28) 99,80% (2001/2005)
IC 95% bilateral 82,3%, 99,4% 99,49%, 99,92%

Desempenho do rastreio gendmico em eliminacdes parciais e duplicacdes

Tabela 12 Sensibilidade e especificidade do VeriSeq NIPT Solution v2 para detetar eliminacdes parciais e duplicagdes de
7 Mb ou mais no rastreio genémico (incluindo mosaicos conhecidos)

Sensibilidade Especificidade
Estimativa % (n/N) 74,1% (20/27) 99,80% (2000/2004)
IC 95% bilateral 55,3%, 86,8% 99,49%, 99,92%

Eliminacao parcial ou duplicacao versus detecao de aneuploidia em cromossoma inteiro

O VeriSeq NIPT Solution v2 inclui opcoes para rastreios basicos e gendmicos. No rastreio basico, um resultado
de ANOMALY DETECTED (ANOMALIA DETETADA) s6 é reportado quando uma aneuploidia total for detetada
nos cromossomas 21, 18 ou 13 e se todas as métricas de controlo de qualidade forem cumpridas. No rastreio
genodmico, o sistema deteta aneuploidia em todos os autossomas e eventos de duplicacdo e eliminagcao parcial
de pelo menos 7 Mb.

Ao utilizar o rastreio genémico, o sistema da precedéncia de comunicagdo a um evento de duplicagdo ou
eliminaco parcial na identificagdo de um cromossoma inteiro se o tamanho da duplicacdo ou eliminagéao
parcial abranger 75% ou menos do cromossoma no qual o evento é detetado. Se a regido de duplicagdo ou
eliminacao parcial detetada for superior a 75% do tamanho do cromossoma, o evento é reportado como
monossomia ou trissomia total de todo o cromossoma. Assim, duplicacées ou eliminagdes substancialmente
grandes e que sejam inferiores a 75% do tamanho do cromossoma, podem ser indicativas de uma aneuploidia
do cromossoma inteiro.

Em todas as amostras a pontuacao LLR da classificagdo do cromossoma inteiro esta disponivel um relatério
complementar. A pontuacdo LLR deve ser revista a respeito do limite especificado Figura 2 na pagina 40 antes
de interpretar o resultado. As pontuacées LLR ao nivel do cromossoma que ultrapassem o limite fornecem
mais suporte para uma interpretacado consistente com uma aneuploidia do cromossoma inteiro.

No estudo clinico houve duas amostras de gestacao unifetal com duplicacées substancialmente grandes (uma
no cromossoma 21 e uma no cromossoma 18) e que eram inferiores a 75% do tamanho relativo do
cromossoma (consulte a Tabela 13). Ambos os eventos foram reportados como duplica¢des parciais e nao
como trissomia total desse cromossoma. As pontuagdes LLR destes eventos estavam acima do limite
consistente com um resultado afetado de uma trissomia total. Quer seja numa identificagcdao de duplicacéo
parcial ou numa trissomia total, a gestdo de acompanhamento de uma identificacao positiva do NIPT oferece ao
paciente um teste de confirmacao através de diagnostico pré-natal.

Tabela 13 Exemplos de eventos de duplicacao grande identificados no rastreio genémico

. Result ist T h -
Verdade clinica esfj :ado do sistema aman .o da % do cromossoma Pontuacées LLR
genémico anomalia (Mb)

Amostra 1 Trissomia 21 unifetal Duplicacéo parcial no 22,50 48,9% 19,43
cromossoma 21

Amostra 2 Trissomia 18 unifetal Duplicacao parcial no 47,00 60,2 12,99
cromossoma 18
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Consulte o Guia do Software VeriSeq NIPT Solution v2 (documento n.° 1000000067940) para obter informagdes
adicionais sobre as métricas de Controlo de qualidade utilizadas para reportar resultados de aneuploidia.

Cromossomas sexuais

Os resultados do cromossoma sexual do VeriSeq NIPT Solution v2 foram comparados com os resultados
padrao de referéncia clinica e estao resumidos na tabela seguinte. A concordancia de percentagem foi calculada
para cada cromossoma sexual em cada resultado padrao de referéncia clinica. A concordancia de percentagem
foi calculada como o nimero de amostras em que a identificacdo do cromossoma sexual pelo

VeriSeq NIPT Solution v2 correspondeu a classificagao padréao de referéncia clinica, dividido pelo nimero total
de amostras com a mesma classificacao padrao de referéncia clinica.

Tabela 14 Concordancia percentual para classificagao sexual fetal*

Fenétipo de um exame fisico a

P . Resultados citogenéticos
um recém-nascido

Classificagado sexual fetal

Detetado Cariétipo  Feminino Masculino XX XY X0 XXX XXY XYY Outro** Em falta
Anomalia nao XX 997 0 21 0 2 0 0 0 0 0
detetada

Anomalia nao XY 0 966 0 15 0 0 0 0 0 1
detetada

Anomalia X0 0 0 0 0 19 0 0 1 0 0
detetada

Anomalia XXX 0 0 0 0 0 17 0 0 1 0
detetada

Anomalia XXY 0 0 0 0 0 0 23 0 1 0
detetada

Anomalia XYY 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0
detetada

Total 997 966 21 15 21 17 23 12 2 1
Concordancia da 100 100 100 100 90,5 100 100 91,7 Nao Nao
percentagem aplicavel aplicavel

* Cinco gestacdes de gémeos foram corretamente classificadas com a presenga do cromossoma Y. Duas gestagcbes foram corretamente classificadas como
auséncia do cromossoma Y.
** Qutros resultados citogenéticos foram XXXXX e XXYY.

Valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do VeriSeq NIPT Solution v2

O valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) do teste fornecem informacdes sobre a
capacidade do teste para fundamentar decisdes clinicas com base na sensibilidade e na especificidade do teste,
e testar previamente a probabilidade de um feto ser afetado por trissomia (prevaléncia). Uma vez que o VPP e o
VPN dependem da prevaléncia e a prevaléncia destas aneuploidias pode variar em diferentes populacdes de
individuos, o VPP e o VPN foram calculados num intervalo de valores de prevaléncia plausivel, com base nos
valores de sensibilidade e especificidade observados no rastreio basico (sem mosaicos conhecidos) do estudo
de precisao clinica. A Tabela 18 baseia-se no rastreio genémico (com mosaicos conhecidos).
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Tabela 15 Prevaléncia de trissomia 21, VPP e VPN no rastreio basico (excluindo mosaicos conhecidos)

Prevaléncia (%) VPP (%) VPN (%)
0,05 33,17 > 99,99
0,10 49,82 > 99,99
0,20 66,53 > 99,99
0,50 83,29 > 99,99
1,00 90,93 > 99,99
1,50 93,79 > 99,99
2,00 95,29 > 99,99

Tabela 16 Prevaléncia de trissomia 18, VPP e VPN no rastreio basico (excluindo mosaicos conhecidos)

Prevaléncia (%) VPP (%) VPN (%)
0,03 23,06 > 99,99
0,05 33,31 > 99,99
0,10 49,99 > 99,99
0,20 66,68 > 99,99
0,30 75,03 > 99,99
0,40 80,04 > 99,99
0,50 83,38 > 99,99

Tabela 17 Prevaléncia de trissomia 13, VPP e VPN no rastreio basico (excluindo mosaicos conhecidos)

Prevaléncia (%) VPP (%) VPN (%)
0,01 9,10 > 99,99
0,02 16,68 > 99,99
0,05 33,37 > 99,99
0,10 50,05 > 99,99
0,20 66,73 > 99,99

Tabela 18 Prevaléncia de qualquer anomalia, VPP e VPN em rastreios genémicos (incluindo mosaicos conhecidos)

Prevaléncia (%) VPP (%) VPN (%)
0,01 1,42 > 99,99
0,02 2,81 > 99,99
0,05 6,74 > 99,99
0,10 12,64 > 99,99
0,20 22,45 99,99
0,50 42,07 99,98
1,00 59,34 99,95
1,50 68,75 99,93
2,00 74,68 99,91
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Distribuicao da fracao fetal
As estimativas da distribuicdo da fracao fetal (FF) do VeriSeq NIPT Solution v2 do rastreio do genoma com
mosaicos sdo demonstradas através da categoria do resultado padrao de referéncia clinica na Figura 1.

Figura1 Distribuicdo da fragéo fetal
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Fracgao fetal no VeriSeq NIPT Solution v2 (%)

5 amostras tinham anomalias em varias categorias.
A trissomia comum inclui amostras com trissomia 21, 18 e/ou 13.
Genodmico inclui as amostras com RAA ou duplica¢des e/ou eliminacdes parciais.

As estimativas da FF variaram entre 2% e 34% no geral com uma mediana de 9% e intervalo interquartilico (1Q)
de 6% a 12%. A estimativa mediana da FF para trissomias comuns e eventos detetados por rastreio de genoma
é de 8% e para SCA é de 9%. O intervalo em estimativas da FF foi consistente em todos os resultados. Nao
existe desvio aparente na distribuicdo da FF entre as trissomias comuns, SCA, eventos detetados pelo rastreio
gendémico ou todas as amostras na andlise genémica.

Desempenho em gestacdes de gémeos

Estimativa do desempenho de Trissomia 13,18 e 21 e do Cromossoma Y em gestacoes de
gémeos

Devido a baixa prevaléncia de trissomia 21, 18 e 13 em gestacdes de gémeos, s6 estava disponivel para o
estudo clinico um pequeno nimero de amostras de gémeos afetadas. Para estimar o desempenho do

VeriSeq NIPT Solution v2 em gestacoes de gémeos, foram utilizados modelos in silico baseados em
observagdes de amostras clinicas para simular populacdes de gestagdes de gémeos. Esta simulacao foi
consistente com a populacao prevista. A distribuicdo da fracao fetal foi determinada através de cerca de 4.500
amostras de gémeos e foi comparada com a distribuicdo de cerca de 120.000 amostras unifetais. A distribuicao
da fracéo fetal condicionada ao estado de aneuploidia foi determinada a partir de supostas identificacées de
gestacdes unifetais (1,044 trissomia 21, 307 trissomia 18 e 192 trissomia 13). A combinacéo das duas
distribuicdes permitiu a inferéncia de detecdo de aneuploidia em gémeos. Foram simulados gémeos dizigoticos
e monozigdticos e foi determinada uma média ponderada representativa da prevaléncia na populacao prevista
(2 dizigéticos: 1 monozigético) para estimar a sensibilidade. Para a especificidade, foram simulados conjuntos
de gémeos nao afetados.
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A fracao de cada amostra simulada afetada pela trissomia (ou seja, a fragdo afetada) foi calculada de forma
diferente para cada categoria de amostra:

No caso dos gémeos monozigoéticos, a fragao afetada de cada amostra foi definida para 1,0 porque, neste
caso, a trissomia afeta ambos os gémeos.

No caso dos gémeos dizigéticos, considerou-se que apenas um gémeo estaria afetado (ter ambos os gémeos
dizigéticos afetados é extremamente raro). Os valores da fracao afetada foram simulados utilizando a
distribuicdo conhecida das razdes de fracao fetal conforme determinado a partir de amostras de gémeos
clinicos de sexo dissonante. Foi adotada uma abordagem conservadora em que se assumiu que o gémeo
afetado teria sempre a fracao fetal mais baixa dos dois gémeos. Foi aplicado um fator de correcao para
fracoes fetais sendo, em média, mais baixas em gestagées com trissomia 13 e 18.

No caso dos gémeos nao afetados, a fragdo afetada de cada amostra foi definida para zero.
No caso de gémeos afetados por trissomia 18 ou 13, a fragado fetal correspondente a fracdo afetada da amostra
foi reduzida. A reducao foi proporcional a reducao média da fracao fetal observada nos dados clinicos de
trissomia 18 ou 13 unifetal versus casos de euploide unifetal.

Tanto a fracdo fetal global, como a fracéo afetada de cada amostra simulada foram depois utilizadas para
calcular uma pontuacéao de aneuploidia utilizando o algoritmo padrao do VeriSeq NIPT Solution v2. A
sensibilidade foi calculada determinando a frequéncia em que as pontuacdes de aneuploidia nos gémeos
simuladamente afetados estavam acima do limite de aneuploidia correspondente. Proporcionalmente, a
especificidade foi calculada determinando a frequéncia com que as pontuagcdes de aneuploidia nos gémeos
simuladamente nao afetados estavam abaixo do limite de aneuploidia correspondente (Tabela 19). Os intervalos
de confianca de 95% foram estimados com base no nimero de amostras verdadeiras de gémeos clinicos do
conjunto de dados original, que foram classificadas como afetadas ou nao afetadas pela trissomia relevante.

Para estimar a sensibilidade do cromossoma Y em amostras de gémeos, foram simulados conjuntos de
gémeos XY/XY e XX/XY. Foi feita uma média ponderada representativa da sua prevaléncia na populacao
prevista (1 XY/XY: 1 XX/XY). Para estimar a especificidade do cromossoma Y em gémeos, foi simulado um
conjunto de gémeos XX/XX. Foram simulados os valores globais da fragao fetal de acordo com a distribuicao
conhecida da fracéo fetal em amostras clinicas de gémeos.

No caso de gémeos XY/XY e XX/XY, as pontuagcdes do cromossoma Y foram estimadas através da relacao
conhecida entre a fracéo fetal e as pontuagdes do cromossoma Y em amostras clinicas unifetais, classificadas
como masculino. Apenas no caso de gémeos XX/XY, os valores de fracao fetal afetados (p. ex., masculino)
foram simulados utilizando as razbes de distribuicdo conhecida de fragcéo fetal observadas entre gémeos da
mesma gravidez, conforme determinado em amostras clinicas de gémeos de sexo dissonante. Foi adotada
uma abordagem conservadora em que a fracdo afetada foi selecionada de forma a corresponder ao mais
pequeno dos dois gémeos. Para cada amostra simulada XX/XY, a pontuagcado do cromossoma Y foi
multiplicada pela fracdo afetada.

No caso de gémeos XX/XX, as pontuacdes do cromossoma Y foram incluidas na amostra a partir dessas
pontuacdes observadas em amostras clinicas unifetais classificadas como feminino. A pontuacao do
cromossoma Y e a fracao fetal global foram depois utilizadas para classificar cada amostra simulada com o
cromossoma Y presente ou com o cromossoma Y ausente utilizando o algoritmo padrao do

VeriSeq NIPT Solution v2.

A sensibilidade foi calculada determinando a frequéncia com que os gémeos simulados XY/XY ou XX/XY foram
corretamente classificados como tendo o cromossoma Y presente. A especificidade foi calculada determinando
a frequéncia com que os gémeos simulados XX/XX foram corretamente classificados com o cromossoma Y
ausente. Os intervalos de confianga de 95% foram estimados com base no nimero de amostras verdadeiras de
gémeos clinicos do conjunto de dados original, que foram classificadas como tendo o cromossoma Y presente
ou o cromossoma Y ausente.
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Tabela 19 Estimativas de Trissomia 21, 18 e 13 em populag¢des simuladas de gestac6es de gémeos

Trissomia 21 Trissomia 18 Trissomia 13 Presenca de Y
Sensibilidade 96,4% 95,7% 93,6% > 99,9%
IC 95% bilateral (86,4%, 98,9%) (68,3%, 99,4%) (64,1%, 98,9%) (99,9%, > 99,9%)
Especificidade 99,9% > 99,9% > 99,9% > 99,9%
IC 95% bilateral (99,8%, > 99,9%) (99,9%, > 99,9%) (99,9%, > 99,9%) (99,7%, > 99,9%)

A Tabela 19 fornece estimativas pontuais e intervalos de confianca estimada de 95% em relagéo a sensibilidade
e a especificidade do VeriSeq NIPT Solution v2 para detetar trissomia 21, 18, 13 e a presenca do Y numa
populacao simulada em gestacbes de gémeos consistente com a populagéo prevista. Os intervalos de
confianga foram estimados com base no nimero de amostras clinicas de gémeos aprovadas no controlo de
qualidade, classificadas como afetadas ou nao afetadas pela trissomia relevante. O calculo de sensibilidade
assume que dois tercos das gestacoes de gémeos afetadas sdo dizigdticas com um gémeo afetado, e um terco
das gestacoes de gémeos sdo monozigoéticas com ambos os gémeos afetados.

As estimativas apresentadas na Tabela 19 referem-se apenas a gestacdes de gémeos. Devido a uma
prevaléncia ainda mais baixa, os dados de gestacdes superiores (trigémeos ou mais) foram insuficientes para
estabelecer modelos estatisticos adequados, para prever a precisdo da detecao de aneuploidia.

Desempenho analitico

Precisao

Para avaliar e quantificar a precisao do ensaio, foi realizada uma nova analise dos dados com o software de
andlise VeriSeq NIPT Solution v2 a partir de dois estudos anteriores do VeriSeq NIPT Solution:

Estudo de reprodutividade multisite que incluiu trés ensaios por trés operadores em trés locais, com um Unico
lote de reagente para um total de nove ensaios.

Estudo de precisao no laboratério que incluiu 12 ensaios num unico local utilizando dois ML STARs, dois
sistemas de instrumentos de sequenciacao e trés lotes de reagente de sequenciagao.
O objetivo do estudo de precisao era quantificar a precisdo do ensaio relativamente a trissomia 21 (T21) e ao
cromossoma Y e estimar a variabilidade entre diferentes instrumentos, kits de preparacao de bibliotecas e lotes
de reagentes de sequenciacao.

Foi criado um pool de T21 com 5% de fragéo fetal combinando o cfDNA extraido do plasma materno de
mulheres gravidas (com um feto com T21) e cfDNA extraido de plasma de mulheres nao gravidas. Também foi
criado um pool de cfDNA materno-masculino (feto XY) com 10% de fracao fetal. O painel de amostras para
cada estudo em cada ensaio incluiu 4 réplicas com 5% de fracao fetal num pool de amostras afetadas por T21 e
20 réplicas com 10% de fracao fetal num pool de cfDNA materno-masculino. O exame foi realizado ao longo de
10 dias num total de 21 ensaios para os dois estudos combinados.

A T21 e a presenca do cromossoma Y foram selecionados para avaliacdo com base na representatividade das
condicoes clinicas e da complexidade de detecdo de anomalias. Sendo o segundo autossoma humano mais
pequeno, o tamanho do cromossoma 21 tem impacto direto na sensibilidade de detecdo da T21, especialmente
com valores baixos de fracao fetal, tais como os que foram utilizados neste estudo. O cromossoma Y, presente
no plasma materno, é exclusivamente fetal na origem e, por isso, € mais facil de detetar no ensaio.

O meio observado e os desvios padrao do cromossoma 21, a pontuacéo LLR e os valores cromossémicos
normalizados (NCV) do cromossoma Y mostraram que a réplica do desvio padrao (DP) era a maior fonte de
variabilidade. A variacédo entre locais, instrumentos e lotes de reagentes adicionou uma quantidade significativa
de variabilidade, conforme demonstrado pela diferenca entre o DP total e o DP replicado na Tabela 20 e na
Tabela 21.
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Tabela 20 Resumo de (Reprodutividade) Multisite, Desvio padrao (DP) de resposta de sequenciacao

Resposta N Média DP replicado DP* de reprodutividade total
Pontuacéao LLR do cromossoma 21 36 34,43 11,36 11,36
Cromossoma Y NCV 180 190,56 7,96 10,20

* O total inclui a variabilidade devido ao local, operador, ensaio, dia e réplica.

Tabela 21 Resumo da precisado da resposta de sequenciacao no laboratério

Resposta N Média DP replicado DP* total no Lab
Pontuacéo LLR do cromossoma 21 48 36,01 9,07 10,25
Cromossoma Y NCV 240 198,68 7,63 7,82

* O total inclui a variabilidade devido ao instrumento de sequenciagdo, lote de reagente, operador, ensaio, dia e réplica.
Foi realizado um estudo adicional para comparar a precisao de sequenciacéo do VeriSeq NIPT Solution v2
(desvio padrao total) utilizando a versao 2.0 de uma célula de fluxo versus a versao 2.5. O estudo incluiu dois
tipos de células de fluxo (v2.0 e v2.5), trés lotes de kits de sequenciagao, quatro sistemas de instrumentos e
dois ensaios de sequenciacao por combinacéo, para um total de 48 ensaios num unico local. Foi preparado um
pool de sequenciacao a partir de placas de cfDNA que foram manualmente preparadas. O painel de amostras
incluiu 4 réplicas com 5% de fracéo fetal num pool de amostras afetadas por T21 e 20 réplicas com 10% de
fracao fetal num pool de cfDNA materno-masculino (feto XY). Os resultados do estudo sdo apresentados na
Tabela 22 e suportam a evidéncia de que nao ha diferenca na precisdo de sequenciacao ao utilizar a célula de
fluxo v2.0 versus a célula de fluxo v2.5.

Tabela 22 Resumo da precisao da resposta de sequenciacao da célula de fluxo v2.0 versus a célula de fluxo v2.5

Resposta Num~ero de observagoées por DP* total DP* total Resultado estatistico™
versao v2.0 v2.5

Pontuacéao LLR do 96 9,56 8,44 Equivalente estatistico (valor

cromossoma 21 p=0,25)

Cromossoma Y NCV 480 7,74 7,38 Equivalente estatistico (valor

p=0,38)

* O total inclui a variabilidade devido ao instrumento de sequenciagao, lote de reagente, ensaio, dia, réplica
** Com base no teste F para igualdade das variagdes (desvios padrao ao quadrado)

Contaminacao cruzada

A contaminacéo cruzada foi avaliada no fluxo de trabalho de preparacdao de amostras do VeriSeq NIPT Solution.
Foram testados pools de plasma de mulheres nao gravidas (XX) e homens adultos (XY) num padrao
quadriculado no formato de placa de 96 pocos em 4 placas. N = 48 cada para cada amostra feminina e
masculina por placa, para um total de 192 amostras femininas e 192 amostras masculinas. Nenhuma das
amostras femininas demonstrou a cobertura do cromossoma Y que era estatisticamente mais elevado do que a
base estimada, ndo indicando qualquer contaminagdo cruzada por parte das amostras masculinas na mesma
placa. Nao foi observada qualquer contaminacéo cruzada detetavel no VeriSeq NIPT Solution.

Substancias potencialmente interferentes
O impacto de substancias potencialmente interferentes foi avaliado no VeriSeq NIPT Solution avaliando o
desempenho do ensaio na presenca de tais substancias.

Colocou-se albumina, bilirrubina, hemoglobina e triglicéridos (endégeno) em pools de plasma materno em
gestacoes de um feto feminino (feto XX) nao afetado. Foram testados em duas concentragdes para cada
substancia de teste (n=16 para cada). Nao foi observada interferéncia no desempenho do ensaio.

38 | Documenton.©1000000086778 vO1POR Agostode 2019
English Source: 1000000078751 vO1



Folheto informativo do VeriSeq NIPT Solution v2

Tabela 23 Substancias potencialmente interferentes (enddgenas)

Substéancia de teste Concentracao de teste baixa (mg/ml) Concentracao de teste alta (mg/ml)
Albumina 35 50

Bilirrubina 0,01 0,15

Hemoglobina 100 200

Triglicéridos 1,5 5

O ADN genémico materno que ocorre naturalimente (gDNA) no plasma também pode interferir potencialmente
no desempenho do ensaio, pois pode ser extraido juntamente com o cfDNA fetal. Niveis de ADN gendémico a
1,6, 3,3, e 4,9 ng por amostra (correspondente a 1, 2 e 3 desvios padrao acima da concentracdo média de
gDNA esperada ap6s 7 dias de armazenamento de sangue total'?) foram adicionados ao cfDNA extraido do
plasma materno de fetos femininos nao afetados (feto XX). As amostras foram depois testadas no VeriSeq NIPT
Solution (n=16 para cada concentrac¢ado). Nao foi observada qualquer interferéncia no desempenho do ensaio
na presenca de niveis elevados de gDNA.

Vinte substancias potencialmente interferentes a base de medicamentos (exégenas) normalmente utilizadas ou
prescritas durante a gravidez foram testadas de acordo com a diretriz EP7-A2 (Interference Testing in Clinical
Chemistry; Approved Guideline-Second Edition). As 20 substancias potencialmente interferentes foram
combinadas em quatro pools, colocadas no plasma materno de fetos femininos nao afetados (feto XX) e
testadas no VeriSeq NIPT Solution (N=16 para cada pool). Nao foi observada qualquer interferéncia no
desempenho do ensaio na presenca destas substancias exégenas.

Tabela 24 Substancias potencialmente interferentes (exégenas)

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4
Acetaminofeno Difenidramina Albuterol Cetirizina
Acetilcisteina Eritromicina Bupropiona Dextrometorfano
Bisoprolol Guaifenesina Cafeina Acido L-ascérbico
Citalopram Heparina Sertralina Metoprolol
Desloratadina Lidocaina Fluoreto de sédio Nadolol

Limite de detecao

O Limite de detecao (LOD) é definido como o nivel de fragcéo fetal que corresponde a 95% de probabilidade de
detecdo de uma condigéo de interesse, como a T21. Para avaliar o LOD do VeriSeq NIPT Solution v2 em
diversas condicGes comuns, foram realizados estudos e andlises estatisticas.

A probabilidade de dete¢cdo de uma condicao de interesse numa amostra afetada processada pelo
VeriSeq NIPT Solution v2 depende principalmente de trés fatores:

fracéo fetal
profundidade de sequenciacao

tamanho e complexidade da regiao genémica de interesse.
Partindo do principio de que existe uma profundidade de sequenciacdo constante, uma determinada a anomalia
é mais facil de detetar numa amostra com uma percentagem de fragao fetal mais elevada, do que numa
amostra com uma percentagem de fracéo fetal mais baixa. Inversamente, partindo do principio de que existe
uma profundidade de fracao fetal constante, uma determinada anomalia é mais facil de detetar numa amostra
com uma profundidade de sequenciacdo mais elevada, do que numa amostra com uma profundidade de
sequenciacao mais baixa. Por ultimo, as anomalias em regides genémicas mais pequenas ou mais complexas
sao mais dificeis de detetar, do que as anomalias em regides gendmicas maiores ou menos complexas,
partindo do principio de que temos uma fracao fetal constante e profundidade de sequenciacéao.
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Para determinar o LOD para a detecéo de T21, foram analisadas amostras contendo misturas de amostras de
pool de T21 e amostras de pool nao afetadas. Os dois tipos de analito foram misturados através de uma série
de titulacdo para criar um conjunto de sete niveis de fracao fetal (0, 2, 3, 4, 5, 6 e 10%). Cada nivel foi
representado por um total de 10 réplicas.

Para aumentar mais a resolugéo da grelha de fracdo fetal da analise do LOD, os dados deste estudo foram
acrescidos com dados obtidos a partir de uma diluigao in silico. Os efeitos da titulagéo e diluicdo experimentais
foram simulados através da mistura controlada dos dados de sequenciacdo. Os dades desta titulagao in silico
abrangeram um conjunto de 14 niveis de fracao fetal (1,25; 1,50; 1,75; 2,00; 2,25; 2,50; 2,75; 3,00; 3,25; 3,50;
3,75; 4,00; 4,25 e 4,50%) com 32 réplicas para cada nivel. Uma andlise de probit foi aplicada aos dados
resultantes para determinar o LOD para T21.

Foi desenvolvido individualmente um modelo estatistico utilizando a fragao fetal, a profundidade de
sequenciacao e o tamanho/complexidade genémicos para prever a probabilidade de detecao de qualquer
anomalia em qualquer amostra. Este modelo foi estabelecido a partir dos dados correspondentes a um
conjunto de 1405 amostras XY. O LOD para T21, conforme previsto por este modelo, foi determinado para ser
concordante com a estimativa a base de probit descrita acima. Este modelo estatistico foi utilizado para estimar
valores LOD de aneuploidias em todos os autossomas e para duplicagdes e eliminagdes parciais.

A Figura 2 apresenta 95% de probabilidades de detecdo para a média de regides por tamanho e os limites
autossémicos de detecdo para todas as trissomias e todas as monossomias.

Figura2 95% de probabilidades de detecdo para a média de regides por tamanho do VeriSeq NIPT Solution v2

O simbolo mostra o limite autossémico de detecdo de trissomias  Os simbolos mostram o limite autossémico de detegédo de monossomias
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Resolucao de problemas

VeriSeq NIPT Solution v2 Resolucao de problemas

Modo de

Resultado

falha - Interpretacao Acao recomendada Comentarios

Insufficient Falha do Volume de Repetir colheita Baseada na inspec¢ao visual do volume
input plasma controlo de plasma do plasma.

(Introducao qualidade da insuficiente

insuficiente amostra

de plasma)

Blood tube Sem A amostra nao foi Certifique-se de que a

failure (Falha separagao de  centrifugada centrifugagdo comecgou e

do tubo de sangue em que o tubo foi rodado

sangue) camadas com a forga correta.

Sample clog /

Contaminagao

Repita a colheita da
amostra.

Armazenamento Repita a colheita da As amostras congeladas nao se

ou transporte amostra. separam. Condicbes de

indevido da armazenamento ou transporte
amostra indevidos podem causar a hemélise
(hemdlise da das amostras.

amostra)

As amostras

Inspecione a amostra, se

Slow flow de plasma individuais o plasma restante no
(Coagulo da podem coagular a tubo estiver vermelho ou
amostra/fluxo placa de ligagao turvo, cancele a amostra
lento) se existir e peca uma nova colheita.
contaminacéao Se a amostra tiver um
significativa na aspeto normal, repita o
amostra de teste da amostra.
plasma
Avaria de Digestao Repita o teste da
hardware inadequada do amostra. Se o problema
material durante persistir na localizacao
a extracao de pogos com outras
amostras, contacte o
Suporte Técnico da
lllumina.
Quantification  Falha no Processo de Repita a quantificagao. Os indicadores de curva padrao de
QC failure ensaio de produc¢ao Se a repeticdao também aprovacao indicam um problema na
(Falha do quantificacao insuficiente falhar, contacte o Suporte  preparagao da biblioteca.
controlo de - Mediana de Técnico da lllumina.
qualidade de lote abaixo
quantificagdo) do minimo
Falha no Falha da curva Repita a quantificacao. As causas comuns da falha da curva
ensaio de padrao Se a repeticdo também padrao incluem o descongelamento

Agostode 2019

quantificacao

falhar, contacte o Suporte
Técnico da lllumina.

inadequado de reagentes de
quantificagcao, volumes inconsistentes
em pogcos devido a derrames e a
degradacéao do reagente de
quantificagao de ADN (por exemplo,
devido a exposicdo a luz).
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Modo de
falha

Pooling
Failure (Falha
no pooling)

Individual
Sample
Analysis QC
failure (Falha
do controlo
de qualidade
da andlise de
amostra
individual)

Passo do
processo
Criacao de
lotes

Criagao de
lotes

Criacao de
lotes

Resultado
possivel

Falha ao
concluir o
pooling de
amostras

Falha do
controlo de
qualidade de
sequenciagao

Contagem
baixa de FF
ou locais nao
excluidos
(NES)
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Interpretacao

A andlise do
pooling ndo
conseguiu
calcular os
volumes
adequados de
pool

Entrada genética
insuficiente OU
transferéncia
incorreta durante
0 manuseamento
de amostras

OU falha do
reagente de
sequenciacao

Dados
insuficientes
gerados para
criar relatério
preciso

Acao recomendada

Avalie novamente a
concentracao de pool
alvo, repita a analise do
pooling.

Verifique a anotacéao de
amostras. Verifique se
existe um desempenho
semelhante em amostras
anteriores na mesma
posicao da placa. Repita
o teste da amostra.

Repita o teste de plasma.

Resolucao de problemas do VeriSeq NIPT Microlab STAR

Comentarios

Pode ocorrer quando todas as
amostras de um lote tiverem valores
de quantificacédo baixos, depois de
definir um pool de concentragao
elevada (normalmente superior a
3-5pm).

Indica a introducédo de uma amostra de
ma qualidade ou uma transferéncia
incorreta no ML STAR. O material
genético insuficiente pode dever-se a
insuficiente ADN livre no plasma ou
ADN baseado em células, causando a
diluicao excessiva da amostra para
sequenciagao.

Caodigo
de erro

EMO0044

EMO0051

EMO0076

Caixa de didlogo do erro

The Batch ID entered contains
forbidden characters. (O ID do
lote introduzido contém
carateres proibidos).

The Batch ID is greater than
26 characters in length. (O ID
do lote é superior a 26
carateres).

Unable to connect to

VeriSeq Onsite Server v2 (Nao
foi possivel ligar ao

VeriSeq Onsite Server v2)

Documenton.©1000000086778 vO1POR
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Descricao

O VeriSeq NIPT
Solution v2 s6 aceita
caracteres de numeros,
letras, sublinhado e
tracos em todos os
campos de dados.

O VeriSeq NIPT

Solution v2 limita o
comprimento dos nomes
de lote a 26 carateres ou
menos.

O VeriSeq Onsite

Server v2 deixou de
responder aos pedidos de
dados do Workflow
Manager (Gestor de fluxo
de trabalho).

Resolucéao por parte do
utilizador

Atribua um nome ao lote que
ndo contenha nenhum carater
de texto especial.

Atribua um nome ao lote com
menos de 26 carateres.

Certifique-se de que:

1. O ML STAR esta ligado a
rede.

2. O VeriSeq Onsite Server v2
esté ligado.

3. E possivel ligar o ML STAR
ao VeriSeq Onsite Server v2
(através de pedido de ping).
4. Se os passos acima nao
resolverem o problema, envie
um e-mail para o Suporte
Técnico da lllumina.

5. Verifique se o frasco de
residuos de vacuo esta mais de
meio. Se estiver, esvazie o
frasco de residuos.
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Passo do Cadigo
processo de erro
Criagao de EMO0118
lotes

Criagao de N/D
lotes

Isolamento WP0087
do plasma

Isolamento EP0102
do plasma

Carregamento  N/D
de placas

Extracao de WEO0150

cfDNA

Agostode 2019

Caixa de dialogo do erro

This batch has been failed
and cannot be further
processed. (Este lote falhou e
nao pode ser processado).

This batch has already
completed processing. Would
you like to repool? (Este lote
ja concluiu o processamento.
Pretende repetir o pool?)

Duplicate sample barcodes
loaded. (Foram carregados
codigos de barras de
amostras duplicados).

Samples specified in the
Sample Sheet were not
loaded. (As amostras
especificadas na ficha de
amostras nao foram
carregadas).

Venus Barcode Mask Error
(Erro de mascara de cédigo
de barras Venus)

Pressure in the vacuum
chamber is too low. (A
pressao na camara de vacuo
é demasiado baixa).

Folheto informativo do VeriSeq NIPT Solution v2

Descricao

O lote especificado ja
falhou e ndao pode mais
ser processado.

O lote indicado foi
processado através de
pooling. O Unico
processamento permitido
é a repeticao do pool.

Foram carregadas no
sistema amostras com
codigos de barras
idénticos.

As amostras incluidas na
ficha de amostras nao
foram incluidas nos
codigos de barras
carregados.

O Workflow Manager
(Gestor de fluxo de
trabalho) executa a
associacao correta placa-
lote com as mascaras de
cédigo de barras Venus.

O Workflow Manager
(Gestor de fluxo de
trabalho) ndo continua se
0 sensor de pressao da
linha de vacuo em
repouso for < 400 Torr.
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Resolugéao por parte do
utilizador

O registo do lote no

VeriSeq Onsite Server v2 indica
que o lote selecionado falhou.
Nao sao permitidos mais
processamentos. Crie outro lote
com as amostras pretendidas.

Para repetir o pool, clique em
Re-Pool (Repetir pool).

ou

Interrompa o método e verifique
novamente o Nome do lote.

1. Siga as instrugées do
Workflow Manager (Gestor de
fluxo de trabalho) para
identificar as amostras
duplicadas.

2. Remova essas amostras e
coloque uma nova etiqueta ou
substitua as mesmas.

3. Volte a carregar as amostras.

1. Siga as instrugées do
Workflow Manager (Gestor de
fluxo de trabalho) para
identificar as amostras em falta.
2. Adicione as amostras em
falta ao lote e volte a carregar
as amostras

ou

Interrompa o método, modifique
a ficha de amostras conforme
necessario, reinicie o método.

1. Verifique a colocacéao da
placa para confirmar que a
disposicao da placa esta
correta.

2. Certifique-se de que a placa
carregada é a placa correta
para o lote indicado.

1. Verifique se existem dobras
ou outras obstrucdes na linha
de vacuo.

2. Abra os grampos de
desengate da linha de residuos,
deixe sair a pressao e feche
totalmente os grampos de
desengate da linha.

3. Certifique-se de que o
controlador de vacuo e a
bomba estéo ligados.

4. Se o problema persistir,
contacte o Suporte Técnico
da lllumina.
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Passo do
processo

Cadigo
de erro

WEO0153

WE0996

WMO0219

EE0477

EE0519

Caixa de dialogo do erro

Pressure in the vacuum
chamber is too high. (A
pressao na camara de vacuo
é demasiado alta).

Vacuum failed to seal. (Falha
ao selar o vacuo).

If Vacuum is on, manually rest
the pump. (Se o vacuo estiver
ligado, coloque a bomba em
repouso manualmente).

An error has occurred while
moving a plate.

(iISWAP error) (Ocorreu um erro
ao mover uma placa [erro
iSWAP)).

Scanned barcode does not
match binding plate barcode
on record. (O cédigo de
barras lido nao corresponde
ao cédigo de barras da placa
de ligacéo no registo).
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Descricao

Se a pressao de vacuo
medida estiver demasiado
alta antes de iniciar o
controlo de presséo, o
sistema pode funcionar
incorretamente.

O sistema nao consegue
selar o vacuo na placa de
ligagao.

O vacuo pode ficar ligado
apos interromper um
método durante a
extragao.

Se ocorrer um erro iISWAP
(queda da placa, falha ao
pegar, etc.) o sistema
solicita ao utilizador que
conclua o movimento da
placa manualmente.

A placa de ligacao
carregada nao
corresponde ao cédigo de
barras da placa removida.

Resolugéao por parte do
utilizador

Na parte de tras do
controlador, certifique-se de
que todas as ligagdes e linhas
de vacuo estéo fixas.

NOTA: nédo selecione OK até
que a falha de selagem esteja
completamente resolvida.

1. Certifique-se de que a placa
de ligagao estéa nivelada com o
tubo de vacuo. Utilize uma luva
na mao para pressionar com
forca a placa de ligacéo para
baixo.

2. Clique em OK para continuar
a extracao de cfDNA.

3. Se esta mensagem de erro
for apresentada mais de trés
vezes num ensaio, envie um e-
mail ao Suporte Técnico da
lllumina.

1. No controlador de vacuo,
prima o botao Power
(Alimentacao) para desligar o
vacuo.

2. Aguarde 10 segundos e, em
seguida, prima o botdao Power
(Alimentagcao) novamente para
ligar o vacuo.

Certifique-se de que é possivel
recuperar a placa (sem material
derramado).

- Caso contrario, interrompa o
ensaio.

- Em caso afirmativo, siga as
instrugdes apresentadas para
concluir a transferéncia da
placa manualmente.

Certifique-se de que a placa
carregada corresponde ao
cédigo de barras registado
(consulte o registo de tragado
do cédigo de barras esperado).
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Passo do el Caixa de dialogo do erro Descricao R(_a§olugao por parte do
processo de erro utilizador
API EA0372 Unable to connect to the data O VeriSeq Onsite Certifique-se de que:
server. (Néo foi possivel ligar Server v2 deixou de 1. O ML STAR esta ligado a
ao servidor de dados). responder aos pedidos de rede.
dados do Workflow 2. E possivel ligar o ML STAR
Manager (Gestor de fluxo ao VeriSeq Onsite Server v2
de trabalho). (através de pedido de ping).
3. O VeriSeq Onsite Server v2
esta ligado.
EAQ0774 Connection Error O VeriSeq Onsite Certifique-se de que:
The API server connection Server v2 deixou de 1. O ML STAR esta ligado a
failed to validate. (Erro de responder aos pedidos de rede.
ligagcéo. A validagao da dados do Workflow 2. E possivel ligar o ML STAR
ligacéao ao servidor API Manager (Gestor de fluxo ao VeriSeq Onsite Server v2
falhou). de trabalho). (através de pedido de ping).
3. O VeriSeq Onsite Server v2
esta ligado.
EA0780 403: Invalid Request Os dados enviados violam Consulte os detalhes de erro

Referéncias

The current transaction is not
valid. (403: Pedido invalido. A
transacgao atual nao é valida).

a légica do fluxo de dados
do sistema.

para obter mais informacgdes. As
causas comuns envolvem
dados demasiado longos ou
violam a lista de carateres
aceitaveis.
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Patentes e marcas comerciais

Este documento e respetivo conteudo sao propriedade da lllumina, Inc. e das suas afiliadas ("lllumina") e destinam-se unicamente a
utilizagdo contratual por parte dos clientes relativamente a utilizagdo dos produtos descritos no presente documento e para nenhum
outro fim. Este documento e respetivo contelido nao podem ser utilizados ou distribuidos para qualquer outro fim e/ou de outra
forma transmitidos, divulgados ou reproduzidos por qualquer via, seja de que natureza for, sem a autorizacao prévia por escrito da
lllumina. A lllumina nao concede qualquer licenga ao abrigo da sua patente, marca comercial, direito de autor ou direitos de
jurisprudéncia nem direitos semelhantes de quaisquer terceiros por via deste documento.

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

A NAO OBSERVANCIA DA RECOMENDACAO PARA LER INTEGRALMENTE E SEGUIR EXPLICITAMENTE TODAS AS INSTRUCOES
AQUI CONTIDAS PODE RESULTAR EM DANOS NOS PRODUTOS, LESOES EM PESSOAS, INCLUINDO NOS UTILIZADORES OU
OUTROS, E EM DANOS MATERIAIS, E IRA ANULAR QUALQUER GARANTIA APLICAVEL AOS PRODUTOS.

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

© 2019 Illumina, Inc. Todos os direitos reservados.

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

Informacoes de contacto

ud C€

lllumina 2797

5200 Illumina Way Patrocinador australiano

San Diego, California 92122 EUA IVD lllumina Australia Pty Ltd

+1.800.809.ILMN (4566) 1 International Court

+1.858.202.4566 (fora da América do Norte) ec | rep Scoresby, Victoria, 3179
Austrélia

techsupport@illumina.com
www.illumina.com lllumina Cambridge Limited
Chesterford Research Park, Little Chesterford
Saffron Walden, CB10 1XL
REINO UNIDO

Etiquetas do produto

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