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Este manual de referéncia do instrumento fornece instrucoes sobre a utilizacéo do instrumento
NextSeq 550Dx no modo de investigacao (RUO).

O instrumento NextSeq'" 550Dx da llumina® é uma solugao unica que permite uma transicéo simples entre a

sequenciacao de elevada produtividade e a digitalizagcao em conjunto.

Funcionalidades de sequenciacao

Sequenciagao de elevada produtividade — O instrumento NextSeq'" 550 permite a sequenciagao de
exomas, genomas completos e transcriptomas e suporta bibliotecas TruSqu e Nextera .

Tipos de células de fluxo — As células de fluxo estao disponiveis em configuracdes para saida elevada e
saida intermédia. Cada tipo de célula de fluxo é agrupado em kits com um cartucho de reagentes
previamente cheio compativel.

Real-Time Analysis (RTA) — O software de andlise integrado efetua a analise dos dados no instrumento,
que inclui a analise de imagens e a identificacao de bases. O NextSeq 550Dx utiliza uma implementacéao
do RTA designado RTA v2, que inclui importantes diferencas na arquitetura e funcionalidades. Para
obter mais informagdes, consulte a seccao Real-Time Analysis na pagina 57.

Integragédo do BaseSpace® — O fluxo de trabalho de sequenciacao esta integrado com o BaseSpace,

o ambiente de computacéao de genoma da lllumina para a andlise, armazenamento e colaboracéo de
dados. Para os instrumentos configurados para o BaseSpace, as informacoes da biblioteca e os
parametros do ensaio sao especificados no separador Prep (Preparacao) do BaseSpace. Os ensaios
que foram configurados no BaseSpace sao apresentados na interface do instrumento durante a
configuracdo do ensaio. A medida que o ensaio avanca, os ficheiros de saida sdo transmitidos em tempo
real para o BaseSpace ou BaseSpace Onsite.

Funcionalidades de digitalizagao em conjunto

Digitalizagdo em conjunto integrada no software de controlo — O instrumento NextSeq 550Dx permite-
lhe efetuar a transicao entre a digitalizacao em conjunto e a sequenciacao de elevada produtividade no
mesmo instrumento utilizando o mesmo software de controlo.

Capacidade de aquisicdo de imagens alargada — O sistema de aquisicao de imagens no instrumento
NextSeq 550Dx inclui software e modificagdes de estrado que permitem a aquisicdo de imagens de uma
area superficial superior para acomodar a digitalizagao do BeadChip.

Tipos de BeadChip — Os tipos de BeadChip compativeis incluem CytoSNP-12, CytoSNP-850K e
Karyomap-12.

Adaptador BeadChip — Um adaptador BeadChip reutilizavel permite o carregamento simples de um
BeadChip no instrumento.

Andlise de dados — Utilize o software BlueFuse® Multi para analisar os dados em conjunto.

Documenton.© 1000000041922 vO1 POR

Apenas para efeitos de investigacao.
Nao se destina a utilizagdo em procedimentos de diagndstico.



Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx no modo de investigacao

A seguinte documentacao esta disponivel para transferéncia no sitio Web da lllumina.

Recurso

Manual de referéncia do
instrumento NextSeq 550Dx
(documento

n.° 71000000009513)

Manual de preparagdo do
centro clinico do instrumento
NextSeq 550Dx (documento
n.°1000000009869)

Manual de seguranca e
conformidade do instrumento
NextSeq 550Dx (documento
n.° 71000000009868)

Manual de conformidade do
leitor RFID (documento
n.° 7000000030332)

Desnaturar e diluir bibliotecas
para o sistema NextSeq
(documento n.° 15048776)

Manual de primers
personalizados do NextSeq
(documento n.° 15057456)

Ajuda do BaseSpace
(help.basespace.illumina.com)

Descricao

Quando se encontra no modo de diagndstico, fornece instru¢des para utilizar o
instrumento e os procedimentos de resolu¢cao de problemas.

Fornece as especificagdes para o espacgo laboratorial, requisitos elétricos e
consideracdes ambientais.

Fornece informacdes sobre consideragdes de seguranca operacional, declaracdes de
conformidade e etiquetas do instrumento.

Fornece informagdes sobre o leitor RFID no instrumento, certificacoes de
conformidade e consideragdes de seguranca.

Fornece instrucdes para efetuar a desnaturagao e a diluicéo das bibliotecas
preparadas para um ensaio de sequenciagao e para a prepara¢gao de um controlo
PhiX opcional. Este passo aplica-se a maioria dos tipos de bibliotecas.

Fornece informacdes sobre a utilizacédo dos primers de sequenciacao personalizados
em vez dos primers de sequenciacao da lllumina.

Fornece informacdes sobre a utilizacédo do BaseSpace® e opcoes de analise
disponiveis.

Visite a pagina de assisténcia do instrumento NextSeq 550Dx no sitio Web da lllumina para aceder a
documentacéo, transferéncias de software, formacao online e perguntas mais frequentes.
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Componentes do instrumento

O instrumento NextSeq 550Dx inclui um monitor com ecra tactil, uma barra de estado e 4 compartimentos.

Figura1 Componentes do instrumento

A Compartimento de aquisigdo de imagens — Inclui a célula de fluxo para a sequenciacdo ou o adaptador
BeadChip para a digitalizacao.

B Monitor com ecra tactil — Permite a configuracao no instrumento e a preparacao utiizando a interface do

software de controlo.

Barra de estado — Indica o estado do instrumento como em processamento (azul), necessita de atencao

(laranja) ou pronto para sequenciar (verde).

Compartimento de tamp&o — Inclui o cartucho de tampéo e o recipiente de reagentes gastos.

Compartimento de reagentes — Inclui o cartucho de reagentes.

Compartimento do fittro de ar — Inclui o fittro de ar. Aceda ao filtro a partir da parte traseira do instrumento.

Botéao de alimentagdo — Liga ou desliga o instrumento e o computador do instrumento.

@)
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Compartimento de aquisicao de imagens

O compartimento de aquisicao de imagens inclui o estrado, que inclui trés pinos de alinhamento para
posicionar a célula de fluxo para a sequenciacao ou o adaptador BeadChip para a digitalizacdo. Depois de
carregar a célula de fluxo ou 0 adaptador BeadChip, a porta do compartimento de aquisicao de imagens
fecha-se automaticamente e move 0s componentes para a posicao.

Compartimentos de reagentes e tampao

A configuragao de um ensaio de sequenciacao no instrumento NextSeq 550Dx exige 0 acesso ao
compartimento de reagentes e ao compartimento de tampéo para carregar os consumiveis do ensaio e
esvaziar o recipiente de reagentes gastos.
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Figura2 Compartimentos de reagentes e tampéo

A Porta do compartimento de reagentes — Delimita o compartimento de reagentes com um trinco por baixo
da éarea inferior direita da porta. O compartimento de reagentes inclui o cartucho de reagentes.

B Cartucho de reagentes — O cartucho de reagentes ¢ um consumivel de uma Unica utilizacéo previamente
cheio.

C Cartucho de tampéo — O cartucho de tampao € um consumivel de uma unica utiizagéo previamente

cheio.

Recipiente de reagentes gastos — Os reagentes gastos sao recolhidos para eliminacéo apos cada ensaio.

Porta do compartimento de tampéo — Delimita o compartimento de tampao com um trinco por baixo do

canto inferior esquerdo da porta.

m O

Compartimento do filtro de ar

O compartimento do filtro de ar inclui o filtro de ar e esta localizado na parte traseira do instrumento.
Substitua o filtro de ar a cada 90 dias. Para obter informacdes sobre a substituicao do filtro, consulte
Substituir o filtro de ar na pagina 40.

Software NextSeq 550Dx

O software do instrumento inclui aplicacdes integradas que efetuam ensaios de sequenciagao ou
digitalizacdes em conjunto.

NextSeq Control Software (NCS) — O software de controlo orienta-o ao longo dos passos para configurar
um ensaio de sequenciacado ou uma digitalizacdao em conjunto.

Software Real-Time Analysis (RTA) — Para os ensaios de sequenciacao, o RTA efetua a andlise de
imagens e a identificacéo de bases durante o ensaio. O instrumento NextSeq 550Dx utiliza o RTA v2,
que inclui importantes diferencas na arquitetura e funcionalidades em relagao as versdes anteriores.
Para obter mais informacoes, consulte a seccao Real-Time Analysis na pagina 57.

lcones de estado

Um icone de estado no canto superior direito do controlo assinala quaisquer alteracées nas condicdes
durante a configuracao do ensaio ou durante o ensaio.
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icone de Nome do Descricao
estado estado
E Estado OK O sistema esta normal.
m A processar O sistema esta a processar.
B, LN
Aviso Ocorreu um aviso.
Os avisos nao interrompem um ensaio nem exigem uma agao antes de prosseguir.
Erro Ocorreu um erro.
X Os erros exigem uma agao antes de prosseguirem o ensaio.
Assisténcia Ocorreu uma notificagéo que exige a atengcao. Consulte a mensagem para obter
necessaria informacgdes adicionais.

Quando ocorre uma alteracao na condicao, o icone pisca para o alertar. Selecione o icone para ver uma
descricao da condigcao. Selecione Acknowledge (Confirmar) para aceitar a mensagem e Close (Fechar) para
fechar a caixa de dialogo.

NOTA

Confirmar uma mensagem restabelece o icone e a mensagem € apresentada a cinzento. A
mensagem continua a ser visivel para o utilizador se este selecionar o icone, mas desaparece assim
que se reinicia o NCS.

J
&

Botao de alimentacao

O botao de alimentacao na parte frontal do NextSeq 550Dx liga a alimentagcao do instrumento e o
computador do instrumento. O botao de alimentacao executa as agdes seguintes, dependendo do estado
de alimentacao do instrumento. Por predefinicao, o NextSeq 550Dx arranca no modo de diagndstico.

Para obter informacdes sobre o encerramento do instrumento, consulte Encerrar o instrumento na pagina
43.

Estado de alimentacao Acéo

A alimentacao do Prima por breves instantes o botao para ligar a alimentacao.

instrumento esta desligada

A alimentacao do Prima por breves instantes o botao para desligar a alimentacao. E apresentada uma
instrumento esta ligada caixa de dialogo no ecra para confirmar um encerramento normal do instrumento.

A alimentacéao do Prima e mantenha premido o botao de alimenta¢cao durante 10 segundos para causar
instrumento esta ligada um encerramento forgado do instrumento e do computador do instrumento.

Utilize este método para desligar o instrumento apenas se o instrumento nao responder
as suas acgoes.

&7 NOTA
Desligar o instrumento durante um ensaio de sequenciagao termina imediatamente o ensaio. Terminar um
ensaio € uma acao final. Os consumiveis do ensaio nao podem ser reutilizados e os dados de sequenciacao
do ensaio nao sao guardados.
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Descricao geral do adaptador BeadChip reutilizavel

O adaptador BeadChip reutilizavel inclui o BeadChip durante a digitalizacao. O BeadChip € fixado na
prateleira embutida do adaptador com o grampo de retencéo. Em seguida, o adaptador BeadChip é
carregado no estrado no compartimento de imagiologia.

Figura 3 Adaptador BeadChip reutilizavel

"4 R

A Adaptador BeadChip
B Grampo de retencao

Arealizagdo de um ensaio de sequenciag¢ao no instrumento NextSeq 550Dx no modo de investigagao exige
um kit NextSeq 500/550 de uma unica utilizagdao ou um kit de reagentes de saida elevada NextSeq 550Dx.
Cada kit inclui uma célula de fluxo e os reagentes necessarios para um ensaio de sequenciacao.

A célula de fluxo, o cartucho de reagentes e o cartucho de tampao utilizam a identificacéo por
radiofrequéncia (RFID) para o controlo e compatibilidade exatos dos consumiveis.
“I'[‘ NOTA
' Mantenha os consumiveis de sequenciacao armazenados nas respetivas embalagens até estarem
prontos a serem utilizados.

Se utilizar um kit de reagentes de saida elevada NextSeq 550Dx para um ensaio no modo de investigacao,
todos os componentes devem ser provenientes do mesmo lote de kits. Nao pode ser utilizado um kit
NextSeq 500/550 para um ensaio no modo de diagndstico.
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Etiquetas de compatibilidade dos kits

Os componentes do kit sao identificados com indicadores codificados por cores para demonstrar a
compatibilidade entre as células de fluxo e os cartuchos de reagentes. Utilize sempre um cartucho de
reagentes e célula de fluxo compativeis. O cartucho de tampao € universal.

Cada célula de fluxo e cartucho de reagentes esta identificado com High (Elevada) ou Mid (Intermédia).
Verifique sempre a etiqueta quando preparar os consumiveis para um ensaio.

Tipo de kit Marcacéao na etiqueta

Componentes do kit de saida elevada

HIGH

Componentes do kit de saida intermédia @

Descricao geral da célula de fluxo

Figura4 Cartucho da célula de fluxo

A PardepistasA — Pistas1e 3
B PardepistasB — Pistas2 e 4
C Quadro do cartucho da célula de fluxo

A célula de fluxo € um substrato a base de vidro no qual os clusters sao gerados € a reacao de sequenciacao
€ realizada. A célula de fluxo € encaixada num cartucho da célula de fluxo.

A célula de fluxo contém 4 pistas cujas imagens sao adquiridas em pares.
Para as pistas 1 e 3 (par de pistas A), s&o adquiridas as imagens ao mesmo tempo.

Para as pistas 2 e 4 (par de pistas B), sao adquiridas as imagens quando a aquisicao de imagens do par
de pistas A estiver concluida.

Embora a célula de fluxo tenha 4 pistas, apenas uma biblioteca individual ou conjunto de bibliotecas
agrupadas é sequenciada na célula de fluxo. As bibliotecas sao carregadas no cartucho de reagentes a
partir de um reservatorio Unico e sao transferidas automaticamente para a célula de fluxo para todas as
4 pistas.

Sao adquiridas imagens de cada pista em pequenas areas de aquisicao de imagens, designadas blocos.
Para obter mais informacoes, consulte Blocos da célula de fluxo na pagina 63.
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Descricao geral do cartucho de reagentes

O cartucho de reagentes € um consumivel de uma unica utilizagcdo com reservatoérios de controlo RFID e
com selo de aluminio que sao previamente cheios com reagentes de sequenciacao e clustering.

Figura 5 Cartucho de reagentes

O cartucho de reagentes inclui um reservatoério designado para carregar bibliotecas preparadas. Apds o
inicio do ensaio, as bibliotecas sao transferidas automaticamente do reservatoério para a célula de fluxo.

Varios reservatorios estao reservados para a lavagem automatica pds-ensaio. A solucao de lavagem é
introduzida a partir do cartucho de tampao nos reservatorios reservados, através do sistema, e depois para
o recipiente de reagentes gastos.

J AVISO

. Este conjunto de reagentes contém quimicos potencialimente perigosos. Podem ocorrer lesdes pessoais
por inalagéo, ingestao, contacto da pele e contacto ocular. Use equipamento de prote¢éo, incluindo
protecao ocular, luvas e bata de laboratério adequados para o risco de exposicao. Manuseie os reagentes
usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a legislagéo e os regulamentos locais, regionais
e nacionais aplicaveis. Para obter informagdes adicionais relativas ao ambiente, salde e seguranca,
consulte a FDS em support.illumina.com/sds.html.

Reservatorios reservados

Figura 6 Reservatérios numerados
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Posicao Descricao
7,8e9 Reservados para os primers personalizados opcionais
10 Carregar bibliotecas

Para obter informacdes sobre os primers personalizados, consulte o Manual de primers personalizados do
NextSeq (documento n.° 15057456).

Reservatorio amovivel na posicaon.°6

O cartucho de reagentes previamente cheio inclui um reagente de desnaturacao na posicao 6 que contém
formamida. Para facilitar a eliminacao segura de qualquer reagente nao usado apds o ensaio de
sequenciacao, o reservatorio na posicao 6 € amovivel. Para obter mais informacdes, consulte Remover o
reservatorio usado da posicdo n.° 6 na pagina 23.

Descricao geral do cartucho de tampao

O cartucho de tampéao € um consumivel de uma Unica utilizacao que contém trés reservatoérios que sao
previamente cheios com tampoes e solucao de lavagem. O conteudo do cartucho de tampéo é suficiente
para sequenciar uma célula de fluxo.

Figura7 Cartucho de tampéao
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Ligar o instrumento

Cologue o interruptor de alimentacéo na posicao | (ligada).

Figura 8 Interruptor de alimentacgéo localizado na parte traseira do instrumento

1 Prima o botao de alimentacao acima do compartimento de reagentes. O botdo de alimentacéao liga a
alimentacao do instrumento e inicia o computador e o software do instrumento integrado.
Por predefinicéo, o instrumento arranca no modo de diagndstico.

Figura9 Botao de alimentagéo localizado na parte frontal do instrumento

2 Aguarde até que o sistema operativo termine o carregamento.
O software operativo NextSeq 550Dx (NOS) inicia e inicializa automaticamente o sistema. Apds a
conclusao do passo de inicializacao, abre-se o ecra Home (Inicio).

3 Introduza o seu nome de utilizador e palavra-passe do Local Run Manager.
Para obter informacdes sobre as palavras-passe do Local Run Manager, consulte o Manual de referéncia
do instrumento NextSeq 550Dx (documento n.° 1000000009513).

4 Selecione Login (Iniciar sessao).

Abre-se o ecra Home (Inicio), com os icones Sequence (Sequéncia), Local Run Manager, Manage
Instrument (Gerir instrumento) e Perform Wash (Realizar lavagem).
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5 Utilize o comando Reboot to RUO (Reinicializar para o RUO) no NOS para encerrar o instrumento em
seguranca e reinicializar no modo de investigagao.
Selecione Manage Instrument (Gerir instrumento).
Selecione Reboot / Shut Down (Reinicializar / Encerrar).
Selecione Reboot to RUO (Reinicializar para o RUO).

6 Aguarde até que o sistema operativo termine o carregamento.

O NCSinicia e inicializa o sistema automaticamente. Apds a concluséo do passo de inicializacéo, abre-se

0 ecra Home (Inicio).
7 Se 0 seu sistema tiver sido configurado para solicitar credenciais de inicio de sessao, inicie sessao no
Windows utilizando o nome de utilizador e a palavra-passe para o seu local.
;[E_ NOTA
' Se nao tiver a certeza em que modo se encontra o instrumento, consulte Indicadores de modo do
instrumento.

Indicadores de modo do instrumento

Atabela seguinte apresenta os indicadores de modo do instrumento no ecra NCS ou NOS. Para obter
informacdes sobre como mudar do modo de investigacao para o modo de diagndstico, consulte Opcdes de
reinicializacdo e encerramento na pagina 43.

Modo Ecra inicial Orientagcao do icone de
Barra de cores
estado
Modo de diagndstico Bem-vindo ao NextSeqgDx Azul Horizontal
Modo de investigacéo Bem-vindo ao NextSeq Laranja Vertical

O software de controlo inclui definicbes do sistema personalizaveis para o seguinte.
Preferéncias de entrada
Definicdes de audio
Nome do instrumento
Preferéncias de configuragcao do ensaio
Purga dos reagentes nao usados

Personalizar o avatar e a alcunha do instrumento

1 No ecrda Manage Instrument (Gerir instrumento), selecione System Customization (Personalizacao do
sistema).

2 Para atribuir uma imagem de avatar preferida para o seu instrumento, selecione Browse (Procurar) e
navegue até a imagem.
No campo Nick Name (Alcunha), introduza um nome preferido para o instrumento.

Selecione Save (Guardar) para guardar as definicdes e sair do ecra.
A imagem e 0 nome séo apresentados no canto superior esquerdo de cada ecra.
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Definir a opcao do teclado e indicador de dudio

1 No ecra Manage Instrument (Gerir instrumento), selecione System Customization (Personalizacao do
sistema).

2 Selecione a caixa de verificacao Use on-screen keyboard (Utilizar o teclado no ecra) para ativar o teclado
no ecra para introduzir os dados no instrumento.

3 Selecione a caixa de verificacao Play audio (Reproduzir o audio) para ligar os indicadores de audio para
0S seguintes eventos.
Agquando da inicializagao do instrumento
Quando se inicia um ensaio
Quando ocorrem certos erros
Quando é necessaria a interagao do utilizador
Quando um ensaio concluir

4 Selecione Save (Guardar) para guardar as definicées e sair do ecra.

Definir as opcoes de configuragcao do ensaio

1 No ecra Manage Instrument (Gerir instrumento), selecione System Customization (Personalizacao do
sistema).

2 Selecione a caixa de verificacéo Use Advanced Load Consumables (Utilizar consumiveis de
carregamento avancado) para ativar a opgao para carregar todos os consumiveis do ensaio num unico
ecra.

3 Selecione a caixa de verificagdo Skip Pre-Run Check Confirmation (Ignorar a confirmacéao da verificagéo
pré-ensaio) para iniciar a sequenciacao ou a digitalizacao automaticamente apos uma verificacéo
automatica bem-sucedida.

4 Selecione Save (Guardar) para guardar as definicoes e sair do ecra.

Definir a opcao de purga automatica

1 No ecra Manage Instrument (Gerir instrumento), selecione System Customization (Personalizacao do
sistema).

2 Selecione a caixa de verificacéao Purge Consumables at End of Run (Purgar os consumiveis no final do
ensaio) para purgar os reagentes nao usados do cartucho de reagentes para o recipiente de reagentes
gastos, automaticamente apds cada ensaio.

' 3 NOTA
Purgar os consumiveis automaticamente adiciona um tempo adicional ao fluxo de trabalho.

3 Selecione Save (Guardar) para guardar as definicées e sair do ecra.

Os consumiveis e equipamentos seguintes sao utilizados para a preparacao dos consumiveis, sequenciacao
e manutencao do instrumento.
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Consumiveis fornecidos pelo utilizador para ensaios de sequenciacao

Consumivel Fabricante Finalidade

1 N NaOH Fornecedor geral do laboratério Desnaturacao de bibliotecas, diluida
(hidroxido de sodio) a0,2N

200 mM Tris-HCI, pH7 Fornecedor geral do laboratério Desnaturacao de bibliotecas
Toalhitas com alcool isopropilico a 70%  VWR, catalogon.° 95041-714 Finalidade geral e limpeza da célula
ou (ou equivalente) de fluxo

Etanola 70% Fornecedor geral do laboratério

Pano de laboratorio, libertacao VWR, catalogo n.® 21905-026 Finalidade geral e limpeza da célula
reduzida de pelo (ou equivalente) de fluxo

Consumiveis fornecidos pelo utilizador para a manutencao do instrumento

Consumivel Fabricante Finalidade

NaOClI, 5% Sigma-Aldrich, catalogo n.° 239305 Lavar o instrumento utilizando a lavagem

(hipoclorito de sodio) (ou equivalente de grau laboratorial) manual pos-ensaio; diluido para 0,12%

Tween 20 Sigma-Aldrich, catalogo n.° P7949 Lavar o instrumento utilizando as opgoes
de lavagem manual; diluido para 0,05%

Agua, grau laboratorial Fornecedor geral do laboratério Lavar o instrumento (lavagem manual)

Filtro de ar lllumina, catalogo n.° 20022240 Limpar o ar que o instrumento aspira

para efeitos de arrefecimento

Diretrizes para agua laboratorial

Utilize agua laboratorial ou desionizada para realizar procedimentos no instrumento. Nunca utilize agua da
torneira. Utilize apenas agua dos seguintes graus ou equivalente:

Agua desionizada

lllumina PWA1

Agua de 18 Megaohms (MQ)
Agua Mili-Q

Agua Super-Q

Agua para biologia molecular

Equipamento fornecido pelo utilizador

Item Origem
Congelador, -25°C a -15 °C, sem gelo Fornecedor geral do laboratério
Frigorifico, 2 °C a 8 °C Fornecedor geral do laboratério
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Para realizar um ensaio de sequenciacao no instrumento NextSeq 550Dx, prepare um cartucho de reagentes
e célula de fluxo e, em seguida, siga as indicagdes do software para configurar e iniciar o ensaio. A geracao
de clusters e a sequenciacao sao realizadas no instrumento. Apds o ensaio, inicia automaticamente uma
lavagem do instrumento utilizando os componentes ja carregados no instrumento.

Geracéao de clusters

Durante a geracao de clusters, as moléculas de ADN individuais estao vinculadas a superficie da célula de
fluxo e, em seguida, sdo amplificadas para formar clusters.

Sequenciacao

E realizada a aquisicdo de imagens dos clusters utilizando quimica de sequenciacdo de dois canais e
combinacgoes de filtros especificas a cada um dos nucledtidos identificados com fluorescéncia. Apods a
conclusdo da aquisicdo de imagens de um bloco na célula de fluxo, é adquirida a imagem do bloco seguinte.
O processo é repetido para cada ciclo de sequenciagao. Apoés a andlise das imagens, o software executa a
identificacao de bases, a filtragem e a pontuacao de qualidade.

Monitorize o progresso do ensaio e as estatisticas a partir da interface do software de controlo, a partir do
separador Run (Ensaio) no BaseSpace ou a partir de um computador ligado a rede utilizando o software
Sequencing Analysis Viewer (SAV). Consulte Sequencing Analysis Viewer na pagina 27.

Analise

A medida que o ensaio avanca, o software de controlo transfere automaticamente os ficheiros de
identificagdo de bases (BCL) para o BaseSpace ou para a localizagao de saida especificada para a andlise
secundaria.

Estao disponiveis varios métodos de andlise, dependendo da sua aplicacdo. Para obter mais informacoes,
consulte a ajuda do BaseSpace (help.basespace.illumina.com).

Duracao do ensaio de sequenciacao

A duracao do ensaio de sequenciacao depende do numero de ciclos realizados. O comprimento maximo do
ensaio € um ensaio de extremidade emparelhada de 150 ciclos cada leitura (2 x 150), mais até 8 ciclos cada
para 2 leituras de indexacao.
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Numero de ciclos numa leitura

Num ensaio de sequenciacao, o numero de ciclos realizados numa leitura € 1 ciclo adicional ao nimero de
ciclos analisados. Por exemplo, um ensaio de 150 ciclos de extremidade emparelhada executa leituras de
151 ciclos (2 x 151) para um total de 302 ciclos. No final do ensaio, sao analisados 2 x 150 ciclos. O ciclo
extra é necessario para os calculos de fase e pré-fase.

i Para as configuracdes utilizando o BaseSpace ou BaseSpace Onsite da lllumina: configure o ensaio no
Prep separador Prep (Preparacao) do BaseSpace. Consulte a ajuda do BaseSpace

(help.basespace.illumina.com).

Prepare um novo cartucho de reagentes: descongele e inspecione.
Prepare uma nova célula de fluxo: deixe atingir a temperatura ambiente, desembrulhe e inspecione.

=_/ Realize a desnaturacao e diluicao das bibliotecas (nao se aplica a todos os tipos de bibliotecas). Consulte
\ Desnaturar e diluir bibliotecas para o sistema NextSeq (documento n.° 15048776).

Carregue a diluicao da biblioteca no cartucho de reagentes no reservatorio n.° 10.

T A partir da interface do software, selecione Sequence (Sequéncia) para iniciar os passos de configuragao do
ﬂ- ensaio.
o

Carregue a célula de fluxo.

Esvazie e recarregue o recipiente de reagentes gastos.
Carregue o cartucho de tampao e cartucho de reagentes.

Reveja os parametros do ensaio e os resultados da verificagcao automatica. Selecione Start (Iniciar).

—— =

—— Monitorize o ensaio a partir da interface do software de controlo, a partir do separador Run (Ensaio) no
- ] 3 BaseSpace ou a partir de um computador ligado a rede utilizando o Sequencing Analysis Viewer.

=

- Uma lavagem do instrumento inicia automaticamente quando a sequenciacao estiver concluida.

Certifique-se de que segue as instrucdes do cartucho de reagentes cuidadosamente para uma
seqguenciacéo bem-sucedida.

1 Retire ocartucho de reagentes do armazenamento de -25°C a -15°C.
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2 Escolha um dos seguintes métodos para descongelar os reagentes. Nao mergulhe o cartucho.
Depois de descongelar o cartucho, seque-0 antes de prosseguir para 0 passo seguinte.

Temperatura Tempo para descongelar Limite de estabilidade
Banho com agua de 15°C a 30 °C 60 minutos Nao exceder 6 horas
2°Ca8°C 7 horas Nao exceder 5 dias

;[E_ NOTA

Se estiver a descongelar mais de um cartucho no mesmo banho de agua, permita um tempo de
descongelamento adicional.

Inverta o cartucho 5 vezes para misturar os reagentes.

Inspecione o fundo do cartucho para garantir que os reagentes estdo descongelados € sem
precipitados. Confirme que as posi¢coes 29, 30, 31 e 32 estdo descongeladas, uma vez que sao as
maiores e demorarao mais tempo a descongelar.

5 Bata delicadamente na bancada para reduzir as bolhas de ar.
Para obter os melhores resultados, prossiga diretamente para o carregamento da amostra e
configuracao do ensaio.

J AVISO

J Este conjunto de reagentes contém quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer lesdes pessoais
por inalagao, ingestao, contacto da pele e contacto ocular. Use equipamento de prote¢éo, incluindo
protecao ocular, luvas e bata de laboratério adequados para o risco de exposicao. Manuseie 0s reagentes
usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a legislagéo e os regulamentos locais, regionais
e nacionais aplicaveis. Para obter informagdes adicionais relativas ao ambiente, salde e seguranca,
consulte a FDS em support.illumina.com/sds.html.

1 Retire uma nova embalagem de célula de fluxo do armazenamento de 2 °C a 8 °C.

2 Coloque a embalagem da célula de fluxo desembrulhada de parte a temperatura ambiente durante
30 minutos.
;ri_ NOTA
" Se a embalagem de aluminio estiver intacta, a célula de fluxo pode permanecer a temperatura
ambiente durante até 12 horas. Evite o arrefecimento e aquecimento repetidos da célula de fluxo.

Desnaturar e diluir bibliotecas

Desnature e dilua as suas bibliotecas a um volume de carregamento de 1,3 ml e uma concentracao de
carregamento de 1,8 pM. Na pratica, a concentragdo de carregamento pode variar dependendo da
preparacao da biblioteca e dos métodos de quantificacao. Para obter instru¢des, consulte o Manual de
desnaturacao e diluicdo das bibliotecas do sistema NextSeq (documento n.° 15048776).
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Carregar bibliotecas para o cartucho de reagentes

1 Limpe o selo de aluminio que cobre o reservatorio n.° 10 com a etiqueta Load Library Here (Carregar a
biblioteca aqui) utilizando um pano com libertagdo reduzida de pelo.

2 Perfure o selo com a ponta de uma pipeta limpa de 1 ml.

3 Carregue 1,83mlde bibliotecas 1,8 pM preparadas no reservatoério n.° 10 com a etiqueta Load Library
Here (Carregar biblioteca aqui). Evite tocar no selo de aluminio enquanto distribui as bibliotecas.

Figura 10 Carregar bibliotecas

1 Apartir do ecra Home (Inicio), selecione Experiment (Experimentar) e, em seguida, selecione Sequence
(Sequéncia).
O comando de sequéncia abre a porta do compartimento de aquisicédo de imagens, liberta os
consumiveis de um ensaio anterior e abre a série de ecrés de configuracdo do ensaio. E normal ocorrer
um curto atraso.

Se o instrumento estiver configurado para o BaseSpace, é-lhe solicitado que inicie sesséo no
BaseSpace. Se o instrumento estiver configurado para o modo auténomo, o proximo passo € carregar a
célula de fluxo.

Inicio de sessao no BaseSpace

1 Introduza o seu nome de utilizador e palavra-passe do BaseSpace.

2 Selecione Next (Seguinte).

Carregar a célula de fluxo

1 Remova a célula de fluxo usada de um ensaio anterior.

2 Remova a célula de fluxo da embalagem de aluminio.
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Figura 11 Remover da embalagem de aluminio

3 Abra aembalagem articulada de plastico transparente e remova a célula de fluxo.

Figura12 Remover da embalagem articulada

4 Limpe a superficie de vidro da célula de fluxo com um toalhete de alcool que nao largue pelos. Seque o
vidro com um pano de laboratdrio de libertacao reduzida de pelo.

b= NOTA

Certifique-se de que a superficie de vidro da célula de fluxo esta limpa. Se necessario, repita o passo de

limpeza.

5 Alinhe a célula de fluxo sobre o0s pinos de alinhamento e coloque a célula de fluxo no estrado.

Figura 13 Carregar a célula de fluxo

=

= [
_. iIIna‘ .
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6 Selecione Load (Carregar).
A porta fecha-se automaticamente, a ID da célula de fluxo aparece no ecréa e 0s sensores sao
verificados.

W NOTA
Mantenha as maos afastadas da porta da célula de fluxo enquanto se estiver a fechar para evitar beliscoes.

7 Selecione Next (Seguinte).

Esvaziar o recipiente de reagentes gastos

1 Abra a porta do compartimento de tampao com o trinco por baixo do canto inferior esquerdo da porta.

2 Remova o recipiente de reagentes gastos e elimine o conteudo de acordo com as normas aplicaveis.

Figura 14 Remover o recipiente de reagentes gastos

W NOTA
Engquanto remove o recipiente, coloque a sua outra mao por baixo para apoiar.
J AVISO
. Este conjunto de reagentes contém quimicos potencialimente perigosos. Podem ocorrer lesdes pessoais

por inalagéo, ingestao, contacto da pele e contacto ocular. Use equipamento de prote¢éo, incluindo
protecao ocular, luvas e bata de laboratério adequados para o risco de exposicao. Manuseie os reagentes
usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a legislagéo e os regulamentos locais, regionais
e nacionais aplicaveis. Para obter informagdes adicionais relativas ao ambiente, salde e seguranca,
consulte a FDS em support.illumina.com/sds.html.

3 Deslize o recipiente de reagentes gastos vazio para o interior do compartimento de tampao até a sua
imobilizacao. Um clique sonoro indica que o recipiente esta na posicao.
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Figura 15 Carregar o recipiente de reagentes gastos vazio

Carregar o cartucho de tampao

1 Remova o cartucho de tampé&o usado do compartimento superior.
E necessaria alguma forga para levantar e depois extrair o cartucho de tampéo.

2 Deslize um novo cartucho de tampéao para dentro do compartimento de tampao até ficar imével.
Um clique sonoro indica que o cartucho esté na devida posi¢cao, a ID do cartucho de tampao é
apresentada no ecra e o sensor é verificado.

Figura 16 Carregar o cartucho de tampéao

3 Feche a porta do compartimento de tampao e selecione Next (Seguinte).

Carregar o cartucho de reagentes

1 Abraa porta do compartimento de reagentes com o trinco por baixo do canto inferior direito da porta.

2 Remova o cartucho de reagentes usado do compartimento de reagentes. Elimine o conteddo nao usado

de acordo com as normas aplicaveis.
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AVISO

Este conjunto de reagentes contém quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer lesdes
pessoais por inalagéo, ingestéo, contacto da pele e contacto ocular. Use equipamento de protegéo,
incluindo protegéo ocular, luvas e bata de laboratdrio adequados para o risco de exposigdo. Manuseie
os reagentes usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a legislagéo e os
regulamentos locais, regionais e nacionais aplicaveis. Para obter informacdes adicionais relativas ao
ambiente, saude e seguranca, consulte a FDS em support.ilumina.com/sds.html.

L —

F'; NOTA

\’, e . . ~ ~ Yo . ~ 7 ’
Para facilitar a eliminagé&o segura do reagente ndo usado, o reservatorio na posicao 6 € amovivel.
Para obter mais informacdes, consulte Remover o reservatdrio usado da posicao n.° 6 na pagina 23.

3 Deslize o cartucho de reagentes no compartimento de reagentes até o cartucho ficar imovel e, em
seguida, feche a porta do compartimento de reagentes.

Figura 17 Carregar o cartucho de reagentes

4 Selecione Load (Carregar).
O software desloca o cartucho para a posicao automaticamente (~30 segundos), a ID do cartucho de
reagentes aparece no ecra e 0s sensores sao verificados.

5 Selecione Next (Seguinte).
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Remover oreservatorio usado da posicaon.°6

1

Depois de remover o cartucho de reagentes usados do instrumento, remova a cobertura de borracha de
protecao sobre a ranhura junto a posicéo n.° 6.

Figura 18 Posicdo amovivel n.° 6
A B

0
@

\

A Cobertura de borracha de protecéo
B Posicaon.°6

2 Pressione a patilha de plastico transparente e empurre para a esquerda para ejetar o reservatorio.

3 Elimine o reservatdrio de acordo com as normas aplicaveis.

Especificar os parametros do ensaio

Os passos no ecra Run Setup (Configuracéo do ensaio) diferem com base na configuracao do sistema:

BaseSpace ou BaseSpace Onsite — O ecra Run Setup (Configuracao do ensaio) enumera os ensaios
que foram configurados utilizando o separador Prep (Preparacao) do BaseSpace. Se o ensaio
pretendido nao aparecer no ecra Run Setup (Configuracéo do ensaio), certifique-se de que o ensaio esta
marcado para sequenciacao no BaseSpace.

Standalone (Autonomo) — O ecra Run Setup (Configuragcao do ensaio) inclui campos para definir os
parametros do ensaio.

Selecionar o ensaio disponivel (Configuracao BaseSpace)

1

Selecione 0 nome de um ensaio a partir da lista de ensaios disponiveis.

Utilize as setas para cima e para baixo para percorrer a lista ou introduza 0 nome de um ensaio no
campo Search (Pesquisar).

Selecione Next (Seguinte).

Confirme os parametros do ensaio.
Run Name (Nome do ensaio) — Nome do ensaio conforme designado no BaseSpace.
Library ID (ID da biblioteca) — Nome das bibliotecas agrupadas conforme designado no BaseSpace.
Recipe (Receita) — Nome da receita, NextSeq High (NextSeq elevada) ou NextSeq Mid (NextSeq
intermédia) dependendo do cartucho de reagentes utilizado para o ensaio.
Read Type (Tipo de leitura) — Leitura Unica ou Leitura emparelhada.
Read Length (Comprimento da leitura) — Numero de ciclos para cada leitura.
[Opcional] Custom Primers (Primers personalizados), se aplicavel.

[Opcional] Selecione o botao Edit (Editar) para alterar os parametros do ensaio. Quando concluir,
selecione Save (Guardar).
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Run parameters (Par@metros do ensaio) — Altere o nimero de leituras ou o0 numero de ciclos por
leitura.

Custom primers (Primers personalizados) — Altere as definicdes para os primers personalizados.
Para obter mais informacdes, consulte o Manual de primers personalizados do NextSeq (documento
n.° 15057456).

Purge consumables for this run (Purgar os consumiveis para este ensaio) — Altere a definicao para
purgar os consumiveis automaticamente apés o ensaio atual.

5 Selecione Next (Seguinte).

Introduzir os parametros do ensaio (Configuracéo autonoma)
1 Introduza um nome do ensaio da sua preferéncia.
[Opcional] Introduza uma ID da biblioteca da sua preferéncia.

Selecione um tipo de leitura Single Read (Leitura Unica) ou Paired End (Leitura emparelhada).

A W N

Introduza o numero de ciclos para cada leitura no ensaio de sequenciagao.
Read 1 (Leitura 1) — Introduza um valor até 151 ciclos.
Index 1 (Indexacéao 1) — Introduza o numero de ciclos necessarios para o primer de Indexacao 1 (i7).
Index 2 (Indexacgao 2) — Introduza o nimero de ciclos necessarios para o primer de Indexacéo 2 (i5).
Read 2 (Leitura 1) — Introduza um valor até 151 ciclos. Este valor é normalmente o mesmo ndmero
de ciclos que a Leitura 1.

O software de controlo confirma as suas entradas utilizando os critérios seguintes:
O total de ciclos nao excede os ciclos maximos permitidos
Os ciclos para a Leitura 1 sdo superiores aos 5 ciclos utilizados para a geracao de modelos
Os ciclos de Leitura da indexacao nao excedem os ciclos da Leitura 1 e Leitura 2

5 [Opcional] Se estiver a utilizar primers personalizados, selecione a caixa de verificagéo para os primers
utilizados. Para obter mais informacdes, consulte o Manual de primers personalizados do NextSeq
(documento n.° 15057456).

Read 1 (Leitura 1) — Primer personalizado para a Leitura 1.
Index 1 (Indexacao 1) — Primer personalizado para a Indexacao 1.
Index 2 (Indexacao 2) — Primer personalizado para a Indexacéao 1.
Read 2 (Leitura 2) — Primer personalizado para a Leitura 1.

P

6 [Opcional] Selecione o botdo Advanced Settings (Definicbes avangadas) para alterar os

parametros do ensaio.
Na lista pendente Recipe (Receita), selecione uma receita. Sao listadas apenas as receitas
compativeis.
Output folder location (Localizacéo da pasta de saida) — Altere a localizagdo da pasta de saida para
0 ensaio atual. Selecione Browse (Procurar) para navegar até um local de rede.
Included file (Ficheiro incluido) — Selecione os ficheiros para incluir na Output Folder (Pasta de saida)
que podem ser Uteis se for necessaria uma analise adicional. Por exemplo, ficheiros de manifesto e
listas de amostras.
Purge consumables for this run (Purgar os consumiveis para este ensaio) — Altere a definicdo para
purgar os consumiveis automaticamente apds o ensaio atual.
Use run monitoring for this run (Utilizar a monitorizacao do ensaio para este ensaio) — Altere a
definicao para utilizar a monitorizagéao do ensaio no BaseSpace.

7 Selecione Next (Seguinte).
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Rever a verificacdo pré-ensaio

O software executa uma verificacao automatizada pré-ensaio do sistema. Durante a verificacéo, os
indicadores seguintes s&o apresentados no ecra:

Marca de verificagdo cinzenta — A verificacéo ainda nao foi realizada.
[cone de progresso ® — A verificagéo estd em curso.
Marca de verificagdo verde — A verificacao foi aprovada.

Xvermelho — A verificagéo foi reprovada. Para quaisquer itens reprovados, é necessaria uma agao
antes de poder prosseguir. Consulte Resolver erros de verificacdo automatica na pagina 46.

Para parar uma verificacéo automatizada em curso, selecione o botao Cancel (Cancelar). Para reiniciar a

verificacao, selecione o botao Retry (Tentar novamente). A verificacao é retomada na primeira verificagao
incompleta ou falhada.

Para ver os resultados de cada verificacao individual numa categoria, selecione o separador de categoria.

Iniciar o ensaio

Quando a verificagao automatizada pré-ensaio estiver concluida, selecione Start (Iniciar). O ensaio de
sequenciacao inicia.

Para configurar o sistema para iniciar o ensaio automaticamente apds uma verificagédo bem-sucedida,
consulte Definir as opcdes de configuracdo do ensaio na pagina 13.

1 Monitorize o progresso do ensaio, as intensidades e as pontuacdes de qualidade a medida que as
métricas aparecem no ecra.

Figura19 Progresso do ensaio de sequenciacao e métricas
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A Run progress (Progresso do ensaio) — Apresenta o passo atual e o nimero de ciclos concluidos para
cada leitura. A barra de progresso nao € proporcional a taxa do ensaio de cada passo. A data e hora
estimadas para a conclusdo do ensaio sao apresentadas na parte inferior.

B Q-Score (Pontuacao de Q) — Apresenta a distribuicdo das pontuacoes de qualidade (pontuacdes de
Q). Consulte Pontuacéo de qualidade na pagina 61.

C Intensity (Intensidade) — Apresenta o valor das intensidades dos clusters do 90° percentil para cada
bloco. As cores do grafico indicam cada base: vermelho € A, verde é C, azulé G e preto é T.

D Cluster Density (K/mm3 (Densidade dos clusters [K/mm?)) — Apresenta o nimero de clusters
detetados para o ensaio.
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E Clusters Passing Filter (%) (Clusters que passam pelo fitro [%]) — Apresenta a percentagem de clusters
que passam pelo filtro. Consulte Clusters que passam pelo filtro na pagina 60.

F Estimated Yield (Gb) (Rendimento estimado [Gb]) — Apresenta o nimero de bases projetadas para o
ensaio.

G Lot Information (Informacdes do lote) — Apresenta os nimeros de lote dos consumiveis de
sequenciacao. Para a célula de fluxo, apresenta o nimero de série.

H End Run (Terminar ensaio) — Interrompe o ensaio de sequenciacao em curso. Nao é possivel reutilizar
0s consumiveis.

i NOTA
Depois de selecionar Home (Inicio), néo € possivel regressar para visualizar as métricas do ensaio. No

entanto, as métricas estao acessiveis no BaseSpace ou podem ser visualizadas a partir de um computador
auténomo utilizando o Sequencing Analysis Viewer (SAV).

Ciclos para as métricas do ensaio

As métricas do ensaio sao apresentadas em diferentes pontos num ensaio.
Durante os passos de geracao de clusters, nao sao apresentadas quaisquer métricas.
Os primeiros 5 ciclos sdo reservados para a geragcao de modelos.

As métricas do ensaio sao apresentadas apoés o ciclo 25, incluindo a densidade dos clusters, os clusters
que passam pelo filtro, o rendimento e as pontuacdes de qualidade.

Transferéncia de dados

Estado Illumina BaseSpace BaseSpace Onsite Instrumento auténomo

Ligado

& L]

Ligado e a transferir os
% ] -
Desligado 6 a g
= R X
Desativado Q g

%

Dependendo da configuracao de analise selecionada, € apresentado um icone no ecréa durante o ensaio
para indicar o estado da transferéncia de dados.

Se a transferéncia de dados for interrompida durante o ensaio, os dados sao armazenados temporariamente
no computador do instrumento. Quando a ligagcao é restaurada, a transferéncia de dados é retomada
automaticamente. Se a ligacao nao for restaurada antes de o ensaio terminar, remova manualmente os
dados do computador do instrumento antes de poder iniciar um ensaio subsequente.

Servico de copia do ensaio

O pacote de software do sistema NextSeq 550Dx inclui um Servico de copia do ensaio. O RTA v2 solicita ao
servico que copie os ficheiros de um local de origem para um local de destino e o servigo processa 0s
pedidos de copia pela ordem recebida. Se ocorrer uma excecao, o ficheiro € novamente colocado em fila de
espera para a copia com base no nimero de ficheiros na fila para cdpia.
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Sequencing Analysis Viewer

O software Sequencing Analysis Viewer apresenta as métricas de sequenciacao geradas durante o ensaio.
As métricas sdo apresentadas sob a forma de diagramas, graficos e tabelas com base nos dados gerados
pelo RTA e gravados nos ficheiros InterOp. As métricas sdo atualizadas a medida que o ensaio avanga.
Selecione Refresh (Atualizar) em qualquer altura durante o ensaio para ver as métricas atualizadas.

Para obter mais informacoes, consulte o Manual do utilizador do Sequencing Analysis Viewer (n.° da peca
15020619).

O Sequencing Analysis Viewer esté incluido no software instalado no computador do instrumento. Também
pode instalar o Sequencing Analysis Viewer noutro computador ligado a mesma rede que o instrumento para
monitorizar as métricas do ensaio por via remota.

Quando o ensaio de sequenciacao estiver concluido, o software inicia uma lavagem automatica pds-ensaio
utilizando a solucao de lavagem fornecida no cartucho de tampao e NaOCI fornecido no cartucho de
reagentes. Se a opcao para purgar os consumiveis do ensaio estiver ativada, a purga ocorre antes da
lavagem automatica pds-ensaio.

A lavagem automatica pds-ensaio demora aproximadamente 90 minutos. Quando a lavagem estiver
concluida, o botao Home (Inicio) fica ativo. Os resultados de sequenciacéo permanecem visiveis no ecra
durante a lavagem.

Apds a lavagem

Apds a lavagem, as unidades de aspiracao permanecem na posicao inferior para impedir a entrada de ar no
sistema. Deixe os cartuchos no devido lugar até ao ensaio seguinte.
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Para efetuar uma digitalizacdo num instrumento NextSeq 550Dx, necessita dos seguintes componentes do
ensaio:

Um BeadChip hibridizado e corado

O adaptador BeadChip reutilizavel

Ficheiros Decode Map (DMAP) para o BeadChip que esta a utilizar
Um ficheiro de manifesto para o tipo de BeadChip que esta a utilizar
Um ficheiro de cluster para o tipo de BeadChip que esta a utilizar

Os ficheiros de saida s&o gerados durante a digitalizacao e, em seguida, sao colocados em fila para a
transferéncia para a pasta de saida especificada.

Efetue a andlise utilizando o software BlueFuse Multi, que exige que os dados de digitalizacao estejam
disponiveis no formato de ficheiro de identificacdo de gendtipos (GTC). Por predefinicao, o instrumento
NextSeq 550Dx gera dados normalizados e identificacdes de gendtipos associadas no formato de um ficheiro
GTC. Opcionalmente, pode configurar o instrumento para gerar ficheiros de dados de intensidade adicionais
(IDAT). Para obter mais informacdes, consulte Configuracdo da digitalizacdo do BeadChip na pagina 55.

Decode File Client

A pasta DMAP contém informacdes que identificam as localizacdes das esferas no BeadChip e quantificam o
sinal associado a cada esfera. Uma pasta DMAP € Unica para cada cédigo de barras do BeadChip.

O utilitario Decode File Client permite-lhe transferir as pastas DMAP diretamente dos servidores da lllumina
utilizando o protocolo HTTP padrao.

Para o acesso ao Decode File Client, va até a pagina de assisténcia do Decode File Client no sitio Web da
lllumina (support.illumina.com/array/array_software/decode_file_client/downloads.html). Instale o Decode
File Client num computador com acesso ao local de rede da pasta DMAP.

Para obter mais informac¢des, consulte Transferir a pasta DMAP na pagina 30.

Ficheiros de manifesto e ficheiros de clusters

Para cada BeadChip, o software exige 0 acesso a um ficheiro de manifesto e ficheiro de cluster. Cada
ficheiro de manifesto e de cluster é Unico a um tipo de BeadChip. Certifique-se de que utiliza ficheiros de
clusters que incluem NS550 no nome do ficheiro. Estes ficheiros sdo compativeis com o sistema
NextSeq 550Dx.

Ficheiro de manifesto — Os ficheiros de manifesto descrevem o SNP ou contetdo de investigacdo num
BeadChip. Os ficheiros de manifesto utilizam o formato de ficheiro *.bpm.

Ficheiros de clusters — Os ficheiros de clusters descrevem as posicoes dos clusters para o conjunto de
genotipagem da lllumina e s&o utilizados quando se analisam dados para efetuar a identificagao de
gendtipos. Os ficheiros de clusters utilizam o formato de ficheiro *.egt.
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A localizacao dos ficheiros € especificada no ecra BeadChip Scan Configuration (Configuragao da
digitalizacédo do BeadChip). No ecra Home (Inicio) do NCS, selecione Manage Instrument (Gerir instrumento),
System Configuration (Configuragdo do sistema) e, em seguida, BeadChip Scan Configuration (Configuragao
da digitalizacao do BeadChip).

Quando o instrumento NextSeq 550Dx € instalado, o representante da lllumina transfere estes ficheiros e
especifica 0 caminho no software de controlo. Nao é necessario alterar estes ficheiros, exceto em caso de
perda ou se estiver disponivel uma nova versao. Para obter mais informacoes, consulte Substituicdo de
ficheiros de manifesto e ficheiros de clusters na pagina 52.

DMAP Transfira as informagdes DMAP e guarde-as na localizacao da pasta DMAP especificada.

Carregue o BeadChip no adaptador BeadChip.

Carregue o adaptador BeadChip no instrumento.

Especifique os parametros de digitalizacao: localizacao da pasta DMAP e localizagao de saida.

[=T=1} =+
& ~ - Reveja os resultados de verificagao automatica.
Selecione Start (Iniciar).
(=T} =
- = Monitorize a digitalizacao a partir da interface do software de controlo.
-.. o

Pode aceder a pasta DMAP utilizando o Decode File Client por conta ou por BeadChip (vista predefinida).

Aceder a pasta DMAP por conta

1 No separador principal do Decode File Client, selecione uma opc¢éao de transferéncia:
AutoPilot
Nem todos os BeadChips ja foram transferidos
Todos os BeadChips
BeadChips por ordem de compra
BeadChips por codigo de barras

2 Introduza as informacdes necessarias.

3 Localize a pasta DMAP que pretende transferir.
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4 Certifique-se de que tem espaco livre suficiente na pasta de destino da transferéncia.

5 Inicie a transferéncia. Visualize o estado da transferéncia no separador Download Status and Log
(Estado da transferéncia e registo).

6 Guarde a pasta DMAP na localizacao da pasta DMAP especificada.

Aceder a pasta DMAP por BeadChip

1 Identifique os BeadChips utilizando 2 das seguintes opc¢oes:
Codigo de barras do BeadChip
ID da caixa BeadChip
Numero da ordem de compra
Numero da ordem de venda

2 Localize a pasta DMAP que pretende transferir.
Certifique-se de que tem espaco livre suficiente na pasta de destino da transferéncia.

4 Inicie a transferéncia. Visualize o estado da transferéncia no separador Download Status and Log
(Estado da transferéncia e registo).

5 Guarde a pasta DMAP na localizacéo da pasta DMAP especificada.

1 Pressione o grampo de retencéo no adaptador para baixo. O grampo inclina-se para tras ligeiramente
para abrir.

2 Ao segurar no BeadChip pelas extremidades, posicione o BeadChip com o cédigo de barras proximo do

grampo de retencao e cologue o BeadChip na prateleira embutida do adaptador.

Figura 20 Carregar o BeadChip no adaptador

3 Utilizando as aberturas em ambos os lados do BeadChip, certifique-se de que o BeadChip esta assente

na prateleira embutida do adaptador.
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Figura 21 Colocar e prender o BeadChip

4 Liberte delicadamente o grampo de retencéo para prender o BeadChip.
Inspecione o BeadChip a partir da lateral para garantir que o BeadChip esta assente nivelado no
adaptador. Se necessario, volte a posicionar o BeadChip.

Figura 22 Inspecionar a posicdo do BeadChip
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A Posicao correta — O BeadChip esta plano no adaptador quando o grampo € libertado.
B Posicao incorreta — O BeadChip ndo esta plano quando o grampo € libertado.

1 Apartir do ecra Home (Inicio), selecione Experiment (Experimentar) e, em seguida, selecione Scan
(Digitalizar).
O comando de digitalizacao abre a porta do compartimento de aquisicao de imagens, liberta os
consumiveis de um ensaio anterior (se presentes) e abre a série de ecras de configuracéo da
digitalizacao. E normal ocorrer um curto atraso.

Descarregar os consumiveis de sequenciacao

Se os consumiveis de sequenciacao usados estiverem presentes quando estiver a configurar uma
digitalizacao, o software pede-lhe que descarregue o cartucho de reagentes e o cartucho de tampéo antes
de prosseguir para 0 passo seguinte.

1 Se lhe for indicado, remova os consumiveis de sequenciagao usados de um ensaio de sequenciacao
anterior.

a Remova o cartucho de reagentes do compartimento de reagentes. Elimine o contetido nao usado
de acordo com as normas aplicaveis.
b Remova o cartucho de tampéao usado do compartimento de tampao.

J AVISO

. Este conjunto de reagentes contém quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer lesdes
pessoais por inalagéo, ingestéo, contacto da pele e contacto ocular. Use equipamento de protegéo,
incluindo protegéo ocular, luvas e bata de laboratdério adequados para o risco de exposi¢cdo. Manuseie
os reagentes usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a legislagéo e os
regulamentos locais, regionais e nacionais aplicaveis. Para obter informacdes adicionais relativas ao
ambiente, saude e seguranca, consulte a FDS em support.ilumina.com/sds.html.
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2 Remova a célula de fluxo do compartimento de aquisicao de imagens.

3 Feche as portas do compartimento de reagentes e do compartimento de tampao.

Carregar o adaptador BeadChip

1 Utilize os pinos de alinhamento para posicionar o adaptador BeadChip no estrado.

Figura 23 Carregar o adaptador BeadChip

2 Selecione Load (Carregar).
A porta fecha-se automaticamente, a ID do BeadChip aparece no ecra e 0s sensores sao verificados.
E normal ocorrer um curto atraso. Se nao for possivel ler o cédigo de barras do BeadChip, é
apresentada uma caixa de dialogo que Ihe permite introduzir o cédigo de barras manualmente. Consulte
O software nao consegue ler o codigo de barras do BeadChip na pagina 51.

3 Selecione Next (Seguinte).

Configuracao da digitalizacao

1 Noecra Scan Setup (Configuracao da digitalizacéao), confirme as informacdes seguintes:

» Barcode (Codigo de barras) — o software 1€ o cédigo de barras do BeadChip quando o BeadChip é
carregado. Se o codigo de barras tiver sido introduzido manualmente, o botao Edit (Editar) €
apresentado para realizar outras alteracoes.

> Type (Tipo) — O campo de tipo de BeadChip é preenchido automaticamente com base no cédigo
de barras do BeadChip.

» DMAP Location (Localizacao de DMAP) — A localizagao da pasta DMAP € especificada no ecra
BeadChip Scan Configuration (Configuracéo da digitalizacao do BeadChip). Para alterar a localizacao
apenas para a digitalizagéo atual, selecione Browse (Procurar) e navegue até a localizacéo correta.

» Output Location (Localizagdo de saida) — A localizacao de saida € especificada no ecra BeadChip
Scan Configuration (Configuracao da digitalizacdo do BeadChip). Para alterar a localizacao apenas
para a digitalizacao atual, selecione Browse (Procurar) e navegue até a localizacao preferida.

2  Selecione Next (Seguinte).

Rever a verificacdo pré-ensaio

O software executa uma verificacao automatizada pré-ensaio do sistema. Durante a verificacéo, os
indicadores seguintes sao apresentados no ecra:

» Marca de verificagéo cinzenta — A verificacao ainda nao foi realizada.
» [conede progresso © — A verificagdo estd em curso.
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Marca de verificagéo verde — A verificacao foi aprovada.

X vermelho — A verificacao foi reprovada. Para quaisquer itens reprovados, é necessaria uma agao
antes de poder prosseguir. Consulte Resolver erros de verificacdo automatica na pagina 46.

Para parar uma verificacdo automatizada em curso, selecione o botao Cancel (Cancelar). Para reiniciar a
verificacao, selecione o botao Retry (Tentar novamente). A verificacéo é retomada na primeira verificagao
incompleta ou falhada.

Para ver os resultados de cada verificacao individual numa categoria, selecione o separador de categoria.

Iniciar a digitalizacao
Quando a verificagao automatizada estiver concluida, selecione Start (Iniciar). A digitalizacao inicia.

Para configurar o sistema para iniciar a digitalizacdo automaticamente apds uma verificacédo bem-sucedida,
consulte Definir as op¢bes de configuracdo do ensaio na pagina 13.

1 Monitorize o progresso da digitalizacao utilizando a imagem BeadChip. Cada cor na imagem indica o

estado da digitalizacao.

Cinzento-claro — Nao digitalizado

Cinzento-escuro — Digitalizado, mas nao registado.

Verde — Digitalizado e registado com éxito.

Vermelho — Falha na digitalizagéo e registo.
Se o registo falhar, pode voltar a digitalizar as amostras que contém seccgoes falhadas. Consulte Falha na
digitalizacéo do BeadChip na pagina 51.

2 Selecione a imagem BeadChip para alternar entre uma vista completa e uma vista detalhada de uma
amostra selecionada.
A vista completa apresenta as amostras no BeadChip e as sec¢cdes em cada amostra.
A vista detalhada apresenta cada seccao na amostra selecionada.

Figura 24 Imagem BeadChip: vista completa e vista detalhada

IIIIX

Niamero do codigo Nuamere do codigo
de barras e barras
9934894010 9934534010
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“I'E‘ _ NOTA
" Terminar uma digitalizacao € uma acao final. Se terminar a digitalizagéo antes da sua conclusao, os dados
da digitalizagao ndo sdo guardados.

Transferéncia de dados

Os dados sao colocados na fila para a transferéncia para a pasta de saida de digitalizacao quando a
digitalizac&o estiver concluida. Os dados sao temporariamente gravados no computador do instrumento.
A pasta temporaria € eliminada automaticamente do computador do instrumento quando se inicia uma
digitalizacéo subsequente.

O tempo necessario para transferir os dados depende da sua ligacéo de rede. Antes de iniciar uma
digitalizacao subsequente, certifique-se de que os dados foram gravados na pasta de saida. Para verificar,
certifiqgue-se de que os ficheiros GTC estao presentes na pasta de codigos de barras. Para obter mais
informacdes, consulte Estrutura de pastas de saida de digitalzacdo na pagina 67.

Se a ligacao for interrompida, a transferéncia de dados € retomada automaticamente quando a ligacao é
restaurada. Cada ficheiro tem um temporizador de 1 hora depois de ser colocado na fila para transferéncia
para a pasta de saida. Quando o temporizador expirar ou se o instrumento for reinicializado antes da
conclusao da transferéncia, os dados nao sao gravados na pasta de saida.
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Os procedimentos de manutencéao incluem lavagens manuais do instrumento e atualizacdes de software do
sistema, quando disponiveis.

Lavagens do instrumento — Uma lavagem automatica pds-ensaio apds cada sequenciagdo mantém o
desempenho do instrumento. No entanto, € necessaria uma lavagem manual periodicamente em
determinadas condigdes. Consulte Realizar uma lavagem manual na pagina 37.

Atualizagdes de software — Quando esta disponivel uma versédo atualizada do software do sistema,
pode instalar automaticamente a atualizacao através de uma ligacao ao BaseSpace ou manualmente
depois de transferir o instalador a partir do sitio Web da lllumina. Consulte Atualizacbes de software na
pagina 41.

Substituicdo do filtro de ar — A substituicao regular do filtro de ar garante um fluxo de ar apropriado
através do instrumento.

Manutencao preventiva

A lllumina recomenda programar um servico de manutengao preventiva por ano. Se nao tiver em vigor um
contrato de assisténcia, contacte o seu Gestor de conta territorial ou a Assisténcia técnica da lllumina para
organizar um servico de manutencao preventiva cobravel.

As lavagens manuais sao iniciadas a partir do ecra Home (Inicio). As opgdes de lavagem incluem a Lavagem
rapida e a Lavagem manual pés-ensaio.

Tipos de lavagem Descricao
Lavagem rapida Irriga o sistema com uma solugao de lavagem fornecida pelo utilizador de agua de grau
Duracao: 20 minutos laboratorial e Tween 20 (cartucho de lavagem de tamp&ao).

e E necessaria a cada 14 dias em que o instrumento esteja inativo com o cartucho de
reagentes e cartucho de tampao nos devidos lugares.

e E necessdria a cada 7 dias em que o instrumento esteja no estado seco (cartucho de
reagentes e cartucho de tampao removidos).

e E necessaria apds um encerramento.

Lavagem manual pds- Irriga o sistema com uma solug¢ao de lavagem fornecida pelo utilizador de agua de grau
ensaio laboratorial e Tween 20 (cartucho de lavagem de tampéao) e 0,12% de hipoclorito de
Duracao: 90 minutos sodio (cartucho de lavagem de reagentes).

E necessaria se a lavagem automatica pds-ensaio nao tiver sido realizada.

Uma lavagem manual exige o cartucho de lavagem de reagentes e cartucho de lavagem de tampao
fornecidos com o instrumento, bem como uma célula de fluxo usada. Uma célula de fluxo usada pode ser
utilizada até 20 vezes para as lavagens do instrumento.
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Figura 25 Cartucho de lavagem de reagentes e cartucho de lavagem de tampéao

Preparar uma lavagem manual pds-ensaio

Escolha se pretende preparar uma lavagem manual pds-ensaio conforme descrito abaixo ou preparar uma
lavagem rapida (seccao seguinte). Se pretender realizar uma lavagem manual pds-ensaio, ignore a seccao
de lavagem rapida e continue para Carregar uma célula de fluxo usada e os cartuchos de lavagem na pagina
39.

Consumiveis fornecidos
pelo utilizador

NaOCl 1 ml, diluido a 0,12%
Carregado no cartucho de lavagem de reagentes (posicao n.° 28)

Volume e descricao

100% Tween 20 Utilizada para preparar a solugao de lavagem de 125 ml de Tween 20 a 0,05%
Agua de grau laboratorial Carregado no cartucho de lavagem de tampao (reservatorio central)
& NOTA

Utilize sempre uma diluicdo nova de NaOCI preparada nas Ultimas 24 horas. Se preparar um volume
superior a 1 ml, armazene a diluicao restante entre 2 °C e 8 °C para utilizar nas 24 horas seguintes.
Caso contrario, elimine a diluigao restante de NaOCI.

1 Combine os seguintes volumes num tubo de microcentrifugacao para obter 1 ml de NaOCl a 0,12%:
5% de NaOCI (24 pl)
Agua de grau laboratorial (976 pl)

Inverta o tubo para misturar.

3 Adicione 1 ml de NaOCIl a 0,12% ao cartucho de lavagem de reagentes. O reservatorio correto é
equivalente a posicao n.° 28 no cartucho previamente cheio.

Figura 26 Carregar NaOCI
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4 Combine os seguintes volumes para obter uma solucao de lavagem de Tween 20 a 0,05%:
100% Tween 20 (62 pl)
Agua de grau laboratorial (125 ml)

5 Adicione 125 ml de solugao de lavagem ao reservatorio central do cartucho de lavagem de tampao.

6 Selecione Perform Wash (Realizar lavagem) e, em seguida, selecione Manual Post-Run Wash (Lavagem
manual pds-ensaio).

Preparar uma lavagem rapida

Pode preparar uma lavagem rapida conforme descrito abaixo como uma alternativa a opcao Preparar uma

lavagem manual pds-ensaio na pagina 38.

Consumiveis fornecidos

L Volume e descricao
pelo utilizador

100% Tween 20 Utilizada para preparar a solugéo de lavagem de 40 ml de Tween 20 a 0,05%
Agua de grau laboratorial Carregado no cartucho de lavagem de tampao (reservatorio central)

1 Combine os seguintes volumes para obter uma solugao de lavagem de Tween 20 a 0,05%:
100% Tween 20 (20 )
Agua de grau laboratorial (40 ml)

2 Adicione 40 ml de solucao de lavagem ao reservatorio central do cartucho de lavagem de tampao.

3 Selecione Perform Wash (Realizar lavagem) e, em seguida, selecione Quick Wash (Lavagem rapida).

Carregar uma célula de fluxo usada e os cartuchos de lavagem

1 Se nao estiver presente uma célula de fluxo usada, carregue uma célula de fluxo usada. Selecione Load
(Carregar) e, em seguida, selecione Next (Seguinte).

2 Remova o recipiente de reagentes gastos e elimine o conteudo de acordo com as normas aplicaveis.

J AVISO

J Este conjunto de reagentes contém quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer lesdes
pessoais por inalagéo, ingestao, contacto da pele e contacto ocular. Use equipamento de
protegao, incluindo protegéo ocular, luvas e bata de laboratério adequados para o risco de
exposicao. Manuseie os reagentes usados como residuos quimicos e elimine-os de acordo com a
legislac@o e os regulamentos locais, regionais e nacionais aplicaveis. Para obter informactes
adicionais relativas ao ambiente, saude e seguranca, consulte a FDS em
support.ilumina.com/sds.html.

3 Deslize o recipiente de reagentes gastos vazio para o interior do compartimento de tampao até a sua
imobilizagao.

Remova o cartucho de tampao usado do ensaio anterior, se estiver presente.
Carregue o cartucho de lavagem de tampé&o que contém a solugao de lavagem.
Remova o cartucho de reagentes usados do ensaio anterior, se estiver presente.

Carregue o cartucho de lavagem de reagentes.

o N o o M

Selecione Next (Seguinte). A verificacao pré-lavagem inicia automaticamente.
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Iniciar a lavagem

1 Selecione Start (Iniciar).

2 Quando a lavagem estiver concluida, selecione Home (Inicio).

Apds a lavagem

Apds a lavagem, as unidades de aspiracao permanecem na posicao inferior para impedir a entrada de ar no
sistema. Deixe os cartuchos no devido lugar até ao ensaio seguinte.

O filtro de ar garante o fluxo de ar através do instrumento. O software operativo NextSeq 550Dx no modo de
diagnostico do instrumento apresenta uma notificacéao para trocar o filtro de ar a cada 90 dias. Quando Ihe
for solicitado, selecione Remind in 1 day (Lembrar em 1 dia) ou siga o procedimento seguinte e selecione
Filter Changed (Filtro trocado). A contagem de 90 dias é reiniciada depois de selecionar Filter Changed (Filtro
trocado).

1 Remova o novo filtro de ar da embalagem e escreva a data na qual o instalou no quadro do filtro.
2 Na parte traseira do instrumento, pressione a parte superior do tabuleiro do filtro para libertar o tabuleiro.

3 Agarre na parte superior do tabuleiro do filtro e puxe para cima para levantar completamente o tabuleiro,
extraindo-o do instrumento.

4 Remova e elimine o filtro de ar usado.

5 Introduza o novo filtro de ar no tabuleiro.

' 3 NOTA

1|-4..
O filtro de ar nao funciona corretamente se estiver colocado ao contrario. Certifique-se de que introduz
o fittro de ar no tabuleiro de modo a conseguir ver a seta “Para cima” e ndo conseguir ver a etiqueta de
aviso. A seta deve apontar para a pega do tabuleiro do filtro.

6 Deslize o tabuleiro do filtro para dentro do instrumento. Empurre a parte superior do tabuleiro do filtro
para baixo até encaixar no lugar.
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Figura 27 Introducéo do filtro de ar
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As atualizagdes de software estao integradas num grupo de software designado Pacote do sistema, que
inclui o software seguinte:

NextSeq Control Software (NCS)
Receitas NextSeq

RTA2

NextSeq Service Software (NSS)
Sequencing Analysis Viewer (SAV)
BaseSpace Broker

Pode instalar as atualizacdes de software automaticamente utilizando uma ligacao a Internet ou
manualmente a partir de um local na rede ou unidade USB.
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Atualizacbes automaticas — Para os instrumentos ligados a uma rede com acesso a Internet, é
apresentado um icone de alerta ] no botao Manage Instrument (Gerir instrumento) no ecra Home
(Inicio) quando esta disponivel uma atualizagéo.

Atualizagdes manuais — Transfira o instalador do Pacote do sistema a partir da pagina de assisténcia do
instrumento NextSeq 550Dx no sitio Web da lllumina.

Atualizacdo automatica do software

;
2
3

-~

Selecione Manage Instrument (Gerir instrumento).
Selecione Software Update (Atualizagéo de software).

Selecione Install the update already downloaded from BaseSpace (Instalar a atualizacéao ja transferida do
BaseSpace).

Selecione Update (Atualizar) para iniciar a atualizacao. Abre-se uma caixa de didlogo para confirmar o
comando.

Siga as indicacdes no assistente de instalacao:

a Aceite o acordo de licenciamento.
b Reveja as notas de edicéo.
¢ Reveja a lista de software incluido na atualizacao.

Quando a atualizacao estiver concluida, o software de controlo reinicia automaticamente.

NOTA

Se estiver incluida uma atualizacao de firmware, é necessario um reinicio automatico do sistema apds a
atualizacao do firmware.

Atualizagao manual do software

1
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Transfira o instalador do Pacote do sistema a partir do sitio Web da lllumina e guarde-o numa localizagao
na rede.

Alternativamente, copie o ficheiro de instalacao do software numa pen USB portatil.
Selecione Manage Instrument (Gerir instrumento).
Selecione Software Update (Atualizagéo de software).

Selecione Manually install the update from the following location (Instalar manualmente a atualizacéo a
partir da seguinte localizacao).

Selecione Browse (Procurar) para navegar até a localizacéao do ficheiro de instalacao do software e, em
seguida, selecione Update (Atualizar).

Siga as indicacdes no assistente de instalacao:

a Aceite o acordo de licenciamento.
b Reveja as notas de edicéo.
¢ Reveja a lista de software incluido na atualizacao.

Quando a atualizacao estiver concluida, o software de controlo reinicia automaticamente.
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&
r NOTA

Se estiver incluida uma atualizacao de firmware, é necessario um reinicio automatico do sistema apds a
atualizacao do firmware.

Aceda as seguintes funcionalidades ao selecionar o botdo Shut Down Options (Opcdes de encerramento):

Restart (Reiniciar) — O instrumento abre no modo de diagndstico (Dx).
Shutdown (Encerrar) — O instrumento abre no modo de diagndstico (Dx).

Exit to Windows (Sair para o Windows) — Dependendo das permissdes, pode fechar o NCS e ver o
Windows.

Reiniciar para o modo de diagnéstico

Utilize o comando Restart (Reiniciar) para encerrar o instrumento em seguranca e reinicializar no modo de
diagnostico. O modo de diagndstico € o modo de arranque predefinido.

1

Selecione Manage Instrument (Gerir instrumento).

2  Selecione Shutdown Options (Opcbes de encerramento).

3 Selecione Restart (Reiniciar).

Encerrar o instrumento

1

Selecione Manage Instrument (Gerir instrumento).
Selecione Shutdown Options (Opcdes de encerramento).

Selecione Shut Down (Encerrar).
O comando de encerramento encerra o software em seguranca e desliga a alimentagéao do instrumento.

Aguarde, pelo menos, 60 segundos antes de ligar novamente o instrumento.
;rE_ NOTA
" Por predefinicao, o instrumento arranca no modo de diagndstico quando € ligado.
ATENCAO
N4&o reposicione o instrumento. Se posicionar o instrumento incorretamente pode afetar o alinhamento dtico

e comprometer a integridade dos dados. Se for necessario reposicionar o instrumento, contacte o seu
representante da lllumina.

Sair para o Windows

O comando Exit to Windows (Sair para o Windows) permite 0 acesso ao sistema operativo do
instrumento e a qualquer pasta no computador do instrumento. O comando encerra em seguranga o
software e sai do Windows,

Selecione Manage Instrument (Gerir instrumento).

2  Selecione Shutdown Options (Opc¢des de encerramento).
3 Selecione Exit to Windows (Sair para o Windows).
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Para questbes técnicas, visite as paginas de assisténcia do instrumento NextSeq 550Dx no sitio Web da
llumina. As paginas de assisténcia fornecem o acesso a documentacgao, transferéncias e perguntas mais
frequentes.

Inicie sessdo na sua conta Mylllumina para o acesso a boletins de assisténcia.

Para problemas com a qualidade do ensaio ou desempenho, contacte a Assisténcia técnica da lllumina.
Consulte Assisténcia técnica na pagina 73.

Considere partilhar uma hiperligacéao para o resumo do ensaio no BaseSpace com a Assisténcia técnica da
lllumina para facilitar a resolucédo de problemas.

Um representante da Assisténcia técnica da lllumina pode solicitar cépias de ficheiros especificos do ensaio
ou da digitalizagao para resolver problemas. Normalmente, sédo utilizados os seguintes ficheiros para a
resolucao de problemas.

Ficheiros de resolucao de problemas para ensaios de sequenciacao

Ficheiro principal Pasta Descricao

Ficheiro de Pasta raiz Contém as seguintes informacoes:
informacodes do ensaio e Nome do ensaio

(Runinfo.xml) e Numero de ciclos no ensaio

e Numero de ciclos em cada leitura
e Se a leitura é uma leitura indexada
e Numero de faixas e blocos na célula de fluxo

Ficheiro de parametros  Pasta raiz Contém informagdes sobre os parametros do ensaio e componentes do
do ensaio ensaio. As informagoes incluem a RFID, o numero de série, o niumero da
(RunParameters.xml) peca e a data de validade.

Ficheiro de Pasta raiz Contém as definicbes de configuragdo RTA para o ensaio.
configuragéo RTA O ficheiro RTAConfiguration.xml € criado no inicio do ensaio.
(RTAConfiguration.xml)

Ficheiros InterOp InterOp Ficheiros de comunicacgéao binaria utilizados para o Sequencing Analysis
(*.bin) Viewer.

Os ficheiros InterOp sao atualizados ao longo do ensaio.
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Ficheiro principal

Ficheiros de registo

Ficheiros de registo de
erros (*ErrorLog*.txt)

Ficheiros de registo
globais
(*GlobalLog*.tsv)

Erros RTA

Para a resolugédo de problemas com erros RTA, em primeiro lugar, verifique o registo de erros RTA, que esta

Pasta

Registos

Descricao

Os ficheiros de registo descrevem cada passo executado pelo instrumento
para cada ciclo e indicam as versoes de software e firmware utilizadas com o
ensaio. O ficheiro designado [Nome do instrumento]_CurrentHardware.csv
enumera 0s numeros de série dos componentes do instrumento.

Registos RTA  Registo de erros RTA.

Os ficheiros de registo de erros sdo atualizados sempre que ocorre um erro.

Registos RTA  Registo de todos os eventos RTA.

Os ficheiros de registo globais sdo atualizados ao longo do ensaio.

armazenado na pasta RTALogs (Registos RTA). Este ficheiro nao estéa presente para ensaios bem-
sucedidos. Inclua o registo de erros quando comunicar problemas a Assisténcia técnica da lllumina.

Ficheiros de resolucao de problemas para digitalizacoes em conjunto

Ficheiro principal

Ficheiro de
parametros da
digitalizacao
(ScanParameters.xml)

Ficheiros de registo

Ficheiros de métricas

Ficheiros de repeticao
da digitalizacao

Pasta

Pasta raiz

Registos

[Codigo
de
barras]

[Codigo
de
barras]

Descricao

Contém informagdes sobre os parametros da digitalizagao. As informacdes incluem a
data da digitalizagao, codigo de barras do BeadChip, localizagao do ficheiro de cluster
e localizagao do ficheiro de manifesto.

Os ficheiros de registo descrevem cada passo executado no instrumento durante a
digitalizacao.

As métricas sao fornecidas como métricas de amostra e como métricas de seccgao.
[cédigo de barras]_sample_metrics.csv — Para cada amostra e canal (vermelho e
verde), indica a Percent Off Image (Percentagem de imagens fora), Percent Outliers
(Percentagem de valores atipicos), P05, P50, P95, Avg FWHM (Média FWHM), FWHM

Stddev (Desvio padrao FWHM) e Min Registration Score (Pontuagao minima de registo).

[cédigo de barras]_section_metrics.csv — Para cada secgao e bloco, indica a Laser Z-
position (Posigao Z do laser), Through Focus Z-position (Posicao Z através do foco),
Red FWHM (FWHM vermelho), Green FWHM (FWHM verde), Red Avg Pixel Intensity
(Intensidade de pixel média vermelha), Green Avg Pixel Intensity (Intensidade de pixel
meédia verde), Red Registration Score (Pontuacgéo de registo vermelho) e Green
Registration Score (Pontuagao de registo verde).

[cédigo de barras]_rescan.flowcell — Indica as localizagdes do bloco ajustadas para
uma repeticao da digitalizacao, que incluem uma sobreposi¢ao de bloco a bloco
aumentada.

Se ocorrerem erros durante a verificacao automatica, utilize as seguintes agdes recomendadas para resolver
o erro. As verificagcdes automaticas diferem para as digitalizacdes de sequenciacéo e em conjunto.

VerificacOes para ensaios de sequenciacao

Se uma verificacao pré-ensaio falhar, a RFID do cartucho de reagentes nao é bloqueada e pode ser utilizada
para um ensaio subsequente. No entanto, a RFID fica bloqueada depois de perfurar os selos de aluminio.
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Verificacbes do sistema

Acdo recomendada

Portas fechadas

Certifigue-se de que as portas do compartimento estao fechadas.

Consumiveis carregados

Os sensores de consumiveis ndo estao a registar. Certifique-se de que cada consumivel
é carregado corretamente.

Nos ecras de configuragao do ensaio, selecione Back (Voltar) para regressar ao passo
de carregamento e repita a configuragao do ensaio.

Software necessario

Estao ausentes componentes essenciais do software.
Efetue uma atualizacdo manual do software para restaurar todos os componentes de
software.

Espaco em disco no
instrumento

O disco rigido do instrumento nao tem espac¢o em disco suficiente para executar um
ensaio.

E possivel que os dados de um ensaio anterior nao tenham sido transferidos.
Apague os dados do ensaio do disco rigido do instrumento.

Ligacao de rede

A ligacao de rede foi interrompida. Verifique o estado da rede e a ligagao da rede fisica.

Espaco em disco na rede

A conta BaseSpace esta cheia ou o servidor de rede esta cheio.

Temperatura

Acédo recomendada

Temperatura

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Sensores de temperatura

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Ventoinhas

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Sistema de aquisicao de
imagens

Acédo recomendada

Limites de aquisicao de
imagens

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Passos e instalacéo Z

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Taxa de erro bit

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Registo da célula de fluxo

E possivel que a célula de fluxo nao esteja devidamente instalada.

e Nos ecras de configuragao do ensaio, selecione Back (Voltar) para regressar ao passo
da célula de fluxo. A porta do compartimento de aquisicédo de imagens abre-se.

e Descarregue e volte a carregar a célula de fluxo para garantir que esta instalada
corretamente.

Administracao de
reagentes

Acdo recomendada

Resposta da valvula

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Bomba

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Mecanismo de tampéao

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Recipiente de reagentes
gastos vazio

Esvazie o recipiente de reagentes gastos e volte a carregar o recipiente vazio.
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VerificacOes para digitalizagbes em conjunto

Verificacoes do sistema
Portas fechadas

Consumiveis carregados

Software necessario

Verificar os ficheiros de
entrada

Espaco em disco no
instrumento

Ligacéo de rede

Espaco em disco na rede

Sistema de aquisicao de

imagens

Limites de aquisicao de
imagens

Passos e instalacéo Z
Taxa de erro bit

Centragem automatica

Acao recomendada
Certifique-se de que as portas do compartimento estao fechadas.

Os sensores de consumiveis n&o estao a registar. Certifigue-se de que cada
consumivel é carregado corretamente.

Nos ecras de configuracdao do ensaio, selecione Back (Voltar) para regressar ao passo
de carregamento e repita a configuragcao do ensaio.

Estdo ausentes componentes essenciais do software.
Efetue uma atualizacdo manual do software para restaurar todos os componentes de
software.

Certifique-se de que o caminho para o ficheiro de clusters e ficheiro de manifesto esta
correto e que os ficheiros estao presentes.

O disco rigido do instrumento nao tem espag¢o em disco suficiente para executar um
ensaio. E possivel que os dados de um ensaio anterior ndo tenham sido transferidos.
Apague os dados do ensaio do disco rigido do instrumento.

A ligagao de rede foi interrompida. Verifique o estado da rede e a ligagao da rede
fisica.

A conta BaseSpace esta cheia ou o servidor de rede esta cheio.

Acao recomendada

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.
Contacte a Assisténcia técnica da lllumina.

Descarregue o adaptador BeadChip. Certifiqgue-se de que o BeadChip esta instalado
no adaptador e, em seguida, volte a carregar o adaptador.

Inicie sempre um ensaio com um recipiente de reagentes gastos vazio.

Se iniciar um ensaio sem esvaziar o recipiente de reagentes gastos, os sensores do sistema fazem com que o

software interrompa o ensaio quando o recipiente estiver cheio. Os sensores do sistema nao podem
interromper um ensaio durante o clustering, a ressintese de extremidade emparelhada ou a lavagem

automatica pods-ensaio.

Quando o ensaio € interrompido, abre-se uma caixa de didlogo com op¢des para levantar as unidades de

aspiracao e esvaziar o recipiente completo.

Esvaziar o recipiente de reagentes gastos

1 Selecione Raise Sippers (Levantar unidades de aspiracao).

Remova o recipiente de reagentes gastos e elimine o conteudo corretamente.

2
3 Volte a colocar o recipiente vazio no compartimento de tampao.
4

Selecione Continue (Continuar). O ensaio é retomado automaticamente.
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Podera ser necessario um ensaio de rehibridacao se as métricas geradas durante os primeiros ciclos
demonstrarem intensidades inferiores a 2500. Algumas bibliotecas de baixa diversidade podem exibir
intensidades inferiores a 1000, o que € esperado e nao pode ser resolvido com rehibridacao.
;ri_ NOTA
' O comando End Run (Terminar ensaio) &€ uma acéao final. O ensaio nao pode ser retomado, os consumiveis
nao podem ser reutilizados e os dados de sequenciacao do ensaio ndo sao guardados.

Quando termina um ensaio, o software executa os passos seguintes antes de terminar o ensaio:

Coloca a célula de fluxo num estado seguro.

Desblogueia a RFID da célula de fluxo para um ensaio posterior.

Atribui uma data de validade de rehibridagao a célula de fluxo.

Grava os registos do ensaio para os ciclos concluidos. E normal ocorrer um atraso.

Ignora a lavagem automatica pés-ensaio.
Quando inicia um ensaio de rehibridacao, o software executa os passos seguintes para realizar 0 ensaio:

Cria uma pasta do ensaio com base num nome de ensaio unico.

Verifica se a data de rehibridacao da célula de fluxo nao passou da validade.

Lava os reagentes. E normal ocorrer um atraso.

Ignora o passo de clustering.

Remove o primer anterior de Leitura 1.

Efetua a hibridacao de um novo primer de Leitura 1.

Continua com a Leitura 1 € com o restante ensaio com base nos parametros do ensaio especificados.

Pontos para terminar um ensaio para rehibridacao

E possivel efetuar a rehibridacéo posterior apenas se terminar o ensaio nos seguintes pontos:

Apds o ciclo 5 — As intensidades sao apresentadas ap0s o registo do modelo, 0 que exige 0s primeiros
5 ciclos de sequenciacao. Embora seja seguro terminar um ensaio apds o ciclo 1, é recomendado
termina-lo apods o ciclo 5. Nao termine um ensaio durante a geracao de clusters.

Leitura 1 ou Leitura 1 de indexag&o — Termine o ensaio antes de iniciar a ressintese de extremidade
emparelhada. Nao é possivel guardar a célula de fluxo para a rehibridacé&o posterior depois de iniciar a
ressintese de extremidade emparelhada.

Consumiveis necessarios

Um ensaio de rehibridacéao exige um novo cartucho de reagentes NextSeq 550Dx e cartucho de tampao,

independentemente de quando o ensaio foi interrompido.

Terminar o ensaio atual

1 Selecione End Run (Terminar ensaio). Quando Ihe for solicitado para confirmar o comando, selecione
Yes (Sim).

2 Quando |he for solicitado para guardar a célula de fluxo, selecione Yes (Sim). Anote a data de validade
para rehibridagao.
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3 Remova a célula de fluxo guardada e coloque-a de parte entre 2 °C e 8 °C até estar pronto para
configurar o ensaio de rehibridacao.

* 5 NOTA

1|-4
Pode armazenar a célula de fluxo durante no maximo 7 dias entre 2 °C e 8 °C na embalagem articulada de
plastico sem a embalagem de dessecante. Para obter melhor resultados, efetue a rehibridacao da célula
de fluxo no prazo de 3 dias.

Realizar uma lavagem manual

1 No ecra Home (Inicio), selecione Perform Wash (Realizar lavagem).
2 No ecra Wash Selection (Selecao de lavagem), selecione Manual Post-Run Wash (Lavagem manual p6s-
ensaio). Consulte Realizar uma lavagem manual na pagina 37.

'3 NOTA

1|-4..
Se nao removeu o cartucho de reagentes e o cartucho de tampé&o do ensaio interrompido, pode utiliza-los
para a lavagem manual. Caso contrario, efetue a lavagem manual com o cartucho de lavagem de reagentes
e cartucho de lavagem de tampao.

Configurar um novo ensaio no separador de preparacao do BaseSpace

1 Se oinstrumento estiver configurado para o BaseSpace ou BaseSpace Onsite, configure um novo ensaio
no separador Prep (Preparacao) utilizando os mesmos parametros que o ensaio original.
A SUGESTAO
" Cligue no separador Pools, selecione a Pool ID (ID de pool) apropriada para reter as definicdes do ensaio
anteriores e, em seguida, atribua um nome Unico para o novo ensaio.

Configurar um ensaio no instrumento

1 Prepare um novo cartucho de reagentes.

2 Se a célula de fluxo guardada tiver sido armazenada, permita que atinja a temperatura ambiente
(15-30 minutos).

Limpe e carregue a célula de fluxo guardada.

4 Remova o recipiente de reagentes gastos e elimine o conteldo corretamente e, em seguida, recarregue
0 recipiente vazio.

5 Carregue o novo cartucho de tampéo e cartucho de reagentes.

6 No ecra Run Setup (Configuracao do ensaio), selecione uma das seguintes opcoes:
BaseSpace ou BaseSpace Onsite — Selecione o ensaio e confirme os parametros do ensaio.
Standalone (Auténomo) — Introduza o nome do ensaio e especifique os mesmos parametros que no
ensaio original.

7 Selecione Next (Seguinte) para prosseguir com a verificacao pré-ensaio € inicie 0 ensaio.
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O software nao consegue ler o cédigo de barras do BeadChip

Quando é apresentada a caixa de dialogo de erro de cédigo de barras, selecione uma das seguintes
opcoes:
Selecione Rescan (Voltar a digitalizar). O software tenta digitalizar novamente o codigo de barras.
Selecione o campo de texto e introduza o cddigo de barras numérico conforme apresentado na
imagem. Dependendo do BeadChip, os nimeros dos codigos de barras podem ter até 12 digitos.
Selecione Save (Guardar). Aimagem do codigo de barras é armazenada na pasta de saida.

Selecione Cancel (Cancelar). A porta do compartimento de imagiologia abre-se para descarregar o
adaptador BeadChip.

Falha na digitalizacdo do BeadChip

As imagens séo registadas depois de serem digitalizadas. O registo identifica as esferas ao correlacionar as
localizagbes na imagem digitalizada com as informac¢des fornecidas no mapa de esferas ou na pasta DMAP.

As seccgdes que falharem o registo séo indicadas a vermelho na imagem do BeadChip.

Figura 28 BeadChip com a apresentacao das seccoes falhadas

Numero do codigo
de barras
9934994010

Apds a conclusao da digitalizacao e da gravacao dos dados de digitalizacao na pasta de saida, o botao
Rescan (Voltar a digitalizar) fica ativo.

Quando seleciona a opcao Rescan (Voltar a digitalizar), o software executa os passos seguintes:

Volta a digitalizar as amostras que contém seccoes falhadas utilizando uma sobreposicéo de bloco a
bloco aumentada.

Gera os ficheiros de saida na pasta de saida original.
Substitui os ficheiros de saida anteriores para as seccoes falhadas.

Incrementa o contador de digitalizacdes em 1 para cada repeticao de digitalizacdo, mas executa essa
acao em segundo plano. O software nao muda o nome da pasta de saida.

Voltar a digitalizar ou iniciar nova digitalizagao

1 Selecione Rescan (Voltar a digitalizar) para efetuar a digitalizacao das amostras que contém secgdes
falhadas.

2 Se adigitalizagao continuar a falhar, termine-a.
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3 Remova o BeadChip e o0 adaptador e inspecione o BeadChip quanto a presenca de poeira ou residuos.
Utilize ar comprimido ou outro método de aspiracao comprimida para eliminar os residuos.

4 Volte a carregar o BeadChip e inicie uma nova digitalizacao.
Quando se inicia uma nova digitalizacao, o software efetua os passos seguintes:
Digitaliza todo o BeadChip.
Gera os ficheiros de saida numa nova pasta de saida.

Incrementa o contador de digitalizacao em 1 com base na contagem e digitalizacao da ultima
repeticao da digitalizacao.

Substituicao de ficheiros de manifesto e ficheiros de clusters

1 Aceda a pagina de assisténcia da lllumina (support.illumina.com) para o BeadChip que esta a utilizar e
clique no separador Downloads (Transferéncias).

2 Transfira os ficheiros para serem substituidos ou atualizados e copie os ficheiros para a sua localizacao
preferida na rede.

;rE_ NOTA
" Certifique-se de que seleciona os ficheiros de manifesto e de clusters que sdo compativeis com o
sistema do instrumento NextSeq 550Dx. Os ficheiros compativeis incluem NS550 no nome do ficheiro.

3 Apenas se a localizacao tiver sido alterada, atualize a localizagdo no ecra BeadChip Scan Configuration
(Configuracao da digitalizacao do BeadChip) conforme se segue:

a No ecra Home (Inicio) do NCS, selecione Manage Instrument (Gerir instrumento).
b Selecione System Configuration (Configuracao do sistema).
¢ Selecione BeadChip Scan Configuration (Configuracao da digitalizacao do BeadChip).

4 Selecione Browse (Procurar) e navegue até a localizagao dos ficheiros substituidos ou atualizados.

Nao modifique as receitas originais. Efetue sempre uma coépia da receita original com um novo nome. Se
modificar uma receita original, o0 atualizador de software deixa de conseguir reconhecer a receita para
atualizacdes posteriores e as versdes mais recentes nao sao instaladas.

Guarde as receitas personalizadas na pasta de receitas apropriada. As pastas de receitas sédo organizadas
conforme se segue.
(= Custom (Personalizadas)
= High (Elevadas) — Receitas personalizadas utilizadas com um kit de saida elevada.
= Mid (Intermédias) — Receitas personalizadas utilizadas com um kit de saida intermédia.
= High (Elevadas) — Receitas originais utilizadas com um kit de saida elevada.
= Mid (Intermédias) — Receitas originais utilizadas com um kit de saida intermédia.
(= Wash (Lavagem) — Contém a receita de lavagem manual.

O computador do NextSeq 550Dx esta equipado com quatro discos rigidos, dois para o modo de
diagnostico e dois para o modo de investigacao. Se um disco rigido comecar a falhar, o sistema gera uma
mensagem de erro RAID e sugere que contacte a Assisténcia técnica da lllumina. Normalmente, é
necessaria a substituicao do disco rigido.
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Pode prosseguir com os passos de configuracao do ensaio e funcionamento normal. A finalidade da
mensagem € programar a manutencao antecipadamente para evitar interrupcoes no funcionamento normal
do instrumento. Para prosseguir, selecione Close (Fechar).

O sistema é configurado durante a instalacdo. No entanto, se for necessario efetuar uma alteracao ou se o
sistema tiver de ser reconfigurado, utilize as opc¢des de configuracao do sistema. Apenas uma conta de
administrador do Windows tem a permissao para aceder as opc¢oes de configuracdo do sistema.

Network Configuration (Configuracéo da rede) — Fornece opg¢des para as definicdes do endereco IP,
endereco do servidor de nomes de dominio (DNS), nome do computador e nome do dominio.

Analysis Configuration (Configuracao da analise) — Fornece opcdes para os métodos de andlise,
incluindo BaseSpace, BaseSpace Onsite, modo auténomo e monitorizagao do ensaio no BaseSpace,
bem como definicdes para um inicio de sessao predefinido do BaseSpace e comunicacao de saude do
instrumento.

BeadChip Scan Configuration (Configuracéo da digitalizacao do BeadChip) — Fornece op¢des para
especificar a localizacao da pasta DMAP predefinida, a localizacdo da pasta de saida, o formato de
ficheiro das imagens guardadas e o tipo de ficheiro de saida.

Definir a configuracao da rede

1
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No ecra Manage Instrument (Gerir instrumento), selecione System Configuration (Configuracéo do
sistema).

Selecione Network Configuration (Configuracao da rede).

Selecione Obtain an IP address automatically (Obter um endereco IP automaticamente) para obter o
endereco IP utilizando o servidor DHCP.

' 3 NOTA
N
' O Protocolo DHCP (Dynamic Host Configuration Protocol) € um protocolo de rede padrao utilizado nas
redes IP para distribuir os parametros de configuracao da rede de forma dinamica.

Alternativamente, selecione Use the following IP address (Utilizar o seguinte endereco IP) para ligar o
instrumento a outro servidor manualmente conforme se segue. Contacte o seu administrador de rede
para os enderecos especificos a sua instituicao.

Introduza o endereco IP. O endereco IP € uma série de 4 nimeros separados por um ponto,

semelhante a 168.62.20.37, por exemplo.

Introduza a mascara de sub-rede, que € uma subdivisao da rede IP.

Introduza o gateway predefinido, que é o router na rede que liga a Internet.

Selecione Obtain a DNS server address automatically (Obter automaticamente o endereco do servidor
DNS) para ligar o instrumento ao servidor do nome de dominio associado ao endereco IP.
Alternativamente, selecione Use the following DNS server addresses (Utilizar os seguintes enderecos de
servidor DNS) para ligar o instrumento ao servidor do nome de dominio manualmente conforme se segue.
Introduza o endereco DNS preferido. O endereco DNS é o nome do servidor utilizado para traduzir
0s nomes de dominio para enderecos IP.
Introduza o endereco DNS alternativo. O endereco alternativo € utilizado se o DNS preferido néo
conseguir traduzir um nome de dominio particular para um endereco IP.

53

Apenas para efeitos de investigacao.
Nao se destina a utilizagdo em procedimentos de diagndstico.



Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx no modo de investigacao

5 Selecione Save (Guardar) para avancar para o ecra Computer (Computador).

v
1|-l

NOTA

O nome do computador do instrumento € atribuido ao computador do instrumento na altura do fabrico.
Quaisquer alteragdes no nome do computador podem afetar a conectividade e exigem um
administrador de rede.

6 Ligue o computador do instrumento a um dominio ou grupo de trabalho conforme se segue.

Para os instrumentos ligados a Internet — Selecione Member of Domain (Membro do dominio)

e, em seguida, introduza o nome de dominio associado a ligacéo a Internet na sua instituigao.

As alteracdes ao dominio exigem um nome de utilizador e palavra-passe de administrador.

Para os instrumentos ndo ligados a Internet — Selecione Member of Work Group (Membro do grupo
de trabalho) e, em seguida, introduza um nome do grupo de trabalho. O nome do grupo de trabalho
€ Unico a sua instituicao.

7 Selecione Save (Guardar).

Definir a configuracao da analise

1

No ecra Manage Instrument (Gerir instrumento), selecione System Configuration (Configuracéo do
sistema).

Selecione Analysis Configuration (Configuragao da analise).

Selecione uma das seguintes opcodes para especificar uma localizagdo onde os dados sao transferidos
para analise subsequente.

Selecione BaseSpace para enviar os dados de sequenciacao para o lllumina BaseSpace. [Opcional]
Selecione a caixa de verificagao Output Folder (Pasta de saida), selecione Browse (Procurar) e
navegue para uma localizagao secundaria na rede para guardar ficheiros BCL para além de os
guardar no BaseSpace.
Selecione BaseSpace Onsite. No campo Server Name (Nome do servidor), introduza o caminho
completo para o seu servidor do BaseSpace Onsite. [Opcional] Selecione a caixa de verificagao
Output Folder (Pasta de saida), selecione Browse (Procurar) e navegue para uma localizacao
secundaria na rede para guardar ficheiros BCL para além de os guardar no servidor do BaseSpace
Onsite.
Selecione Standalone instrument (Instrumento auténomo) para guardar os dados apenas numa
localizacao na rede. Selecione Browse (Procurar) e navegue até um local preferido na rede.
O software de controlo gera 0 nome da pasta de saida automaticamente.
[Opcional] Selecione Use Run Monitoring (Utilizar a monitorizacao do ensaio) para monitorizar o
ensaio utilizando ferramentas de visualizacdo no BaseSpace. E necessario o inicio de sessao no
BaseSpace e ligacao a Internet.

4 Se selecionou o BaseSpace ou BaseSpace Onsite, defina os parametros do BaseSpace conforme se

segue.

Introduza um User Name (Nome de utilizador) e Password (Palavra-passe) do BaseSpace para
registar o instrumento no BaseSpace.

Selecione Use default login and bypass the BaseSpace login screen (Utilizar o inicio de sesséao
predefinido e ignorar o ecra de inicio de sessao do BaseSpace) para definir o nome de utilizador e
palavra-passe registados como o inicio de sessao predefinido. Esta definicdo ignora o ecra do
BaseSpace durante a configuragao do ensaio.
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5 Selecione Send instrument health information to lllumina (Enviar dados do estado do instrumento para a
llumina) para ativar o servico de monitorizacao proativa da lllumina. O nome da definicao na interface do
software pode ser diferente no nome neste manual, dependendo da versao do NCS utilizado.

Com esta definicao ativada, os dados de desempenho do instrumento sao enviados para a lllumina.
Estes dados ajudam a lllumina a resolver problemas mais facilmente e a detetar potenciais falhas,
permitindo uma manutencao proativa e maximizando o tempo de atividade do instrumento. Para mais
informagdes sobre 0s beneficios deste servico, consulte a Nota de proatividade técnica da lllumina
(documento N.°7000000052503).

Este servico:

Nao envia dados de sequenciacao
Requer que o instrumento esteja ligado a uma rede com acesso a Internet
Exige que o instrumento seja ligado ao BaseSpace
;rE_ NOTA
" Esta opcao nao esta disponivel para o BaseSpace Onsite

Esta ligado por predefinicdo. Para cancelar este servigo, desative a definicdo Send instrument health
information to lllumina (Enviar dados do estado do instrumento para a lllumina).

6 Selecione Save (Guardar).

Configuracao da digitalizacao do BeadChip

1 No ecra Manage Instrument (Gerir instrumento), selecione System Configuration (Configuragcao do
sistema).

2 Selecione BeadChip Scan Configuration (Configuracao da digitalizacao do BeadChip).

3 Para especificar uma localizacao da pasta DMAP predefinida, selecione Browse (Procurar) e navegue até
a localizacao da pasta preferida na rede da sua instituicao.
;rE_ NOTA
' Antes de cada digitalizacao, transfira e copie o conteddo DMAP para esta localizacao. O conteudo
DMAP é necessario para cada BeadChip e € unico a cada cédigo de barras do BeadChip.

4 Para especificar uma localizacao de saida predefinida, selecione Browse (Procurar) e navegue até a
localizacao preferida na rede da sua instituicao.

5 Selecione um formato do ficheiro de imagens para as imagens guardadas. O tipo de imagens predefinido
¢ JPG.

6 Selecione um formato do ficheiro de saida para os dados digitalizados. O tipo de ficheiro de saida
predefinido € GTC only (Apenas GTC).

7 Selecione Save (Guardar).

8 Apartir do ecra Scan Map (Mapa de digitalizagao), especifique o caminho total até ao ficheiro de
manifesto e ficheiro de cluster para cada tipo de BeadChip. Selecione Browse (Procurar) para cada tipo
de ficheiro e navegue até a localizacéo da pasta que contém estes ficheiros.

9 [Opcional] Selecione Hide Obsolete BeadChips (Ocultar os BeadChips obsoletos) para remover os
BeadChips obsoletos da vista.

10 Selecione Save (Guardar).
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O instrumento NextSeq 550Dx utiliza uma implementacéo do software Real-Time Analysis (RTA) designado
RTA2. O RTA2 é executado no computador do instrumento e extrai as intensidades das imagens, efetua a
identificacao de bases e atribui uma pontuacéao de qualidade a identificacéo de bases. O RTA2 e o software
de controlo comunicam através de uma interface HTTP e ficheiros de memdria partilhada. Se o RTA2
terminar, o processamento néo € retomado e os dados do ensaio ndo sao guardados.

&
W NOTA

O desempenho de desmultiplexagem néo € calculado. Por conseguinte, o separador Index (Indexar) no
Sequencing Analysis Viewer (SAV) nao é preenchido.

Entradas RTA2

O RTA2 exige as seguintes entradas para o processamento:

Imagens em bloco contidas na memaria do sistema local.

Runinfo.xml, que € gerado automaticamente no inicio do ensaio e indica 0 nome do ensaio, 0 numero de
ciclos, se uma leitura esta indexada e o numero de blocos na célula de fluxo.

RTA.exe.config, que € o ficheiro de configuracao do software no formato XML.

O RTAZ2 recebe os comandos do software de controlo sobre a localizacéo do ficheiro Runinfo.xml e se é
especificada uma pasta de saida opcional.

Ficheiros de saida RTA v2

As imagens para cada canal sdo transferidas na memaria como blocos. Os blocos sao pequenas areas de
imagens na célula de fluxo definidos como o campo de visao pela cadmara. A partir destas imagens, o
software produz o elemento de saida como um conjunto de ficheiros de identificacéo de bases com a
pontuacéo de qualidade e ficheiros do filtro. Todos os outros ficheiros sao ficheiros de saida de suporte.

Tipo de ficheiro

Ficheiros de
identificacéao de
bases

Ficheiros de filtro

Ficheiros de
localizagao de
clusters

Ficheiros de
indexacéao de
identificacao de
bases

Descricao

Cada bloco que ¢é analisado € incluido num ficheiro de identificacéo de bases agregadas
(*.bcl.bgzf) para cada pista e para cada ciclo. O ficheiro de identificacao de bases agregadas
contém a identificacé&o de bases e a pontuacao de qualidade associada para cada cluster
nessa pista.

Cada bloco produz informagodes do filtro que sao agregadas em 1 ficheiro de filtro (*.filter) para
cada pista. O ficheiro de filtro especifica se um cluster passa pelo filtro.

Os ficheiros de localizagao de clusters (*.locs) contém as coordenadas X,Y para todos os
clusters num bloco. E gerado um ficheiro de localizagcao de clusters para cada pista durante a
geracao de modelos.

E produzido um ficheiro de indexacao de identificacao de bases (*.bci) para cada pista para
preservar a informagao do bloco original. O ficheiro de indexacao contém um par de valores
para cada bloco, qual é o nimero do bloco e o nimero de clusters para esse bloco.
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Os ficheiros de saida sao utilizados para a andlise a jusante no BaseSpace. Alternativamente, utilize o
software de conversao bcl2fastq para a conversao FASTQ e solugdes de anadlise de terceiros. Os ficheiros
NextSeq 550Dx exigem a versao bcl2fastqg v2.0, ou posterior. Para a versao mais recente do bcl2fastq, visite
a pagina de transferéncias do NextSeq 550Dx no sitio Web da lllumina.

O RTA v2 fornece métricas em tempo real da qualidade do ensaio armazenadas como ficheiros InterOp. Os
ficheiros InterOp sao uma saida bindria que contém o bloco, ciclo e métricas do nivel de leitura, e sao
necessarios para ver as métricas em tempo real utilizando o Sequencing Analysis Viewer (SAV). Para a versao
mais recente do SAV, visite a pagina de transferéncias do SAV no sitio Web da lllumina.

Erro ao manusear

O RTA2 cria ficheiros de registo e grava-os na pasta RTALogs. Os erros sao registados num ficheiro de erro
no formato de ficheiro *.tsv.

Os seguintes ficheiros de registo e erro sao transferidos para o destino de saida final no fim do
processamento:

O *GlobalLog*.tsv resume 0s eventos de ensaio importantes.
*O Error*.tsv apresenta os erros que ocorreram durante um ensaio.

*O WarningLog*.tsv apresenta 0s avisos que ocorreram durante um ensaio.

Geragao de modelos Efetua o mapeamento das localizagcdes de clusters.
Registo e (;xtragéo da Regista a localizagao de cada cluster na célula de fluxo e determina um valor de intensidade
intensidade para cada cluster.
Corregéc:de fases Corrige os efeitos de fase e pré-fase.
Identificagf:o de bases Determina uma identificagao de bases para cada cluster.
Pontuagéo ;e qualidade Atribui uma pontuacéo de qualidade a cada identificacao de bases.

Geracao de modelos

O primeiro passo no fluxo de trabalho RTA é a geracao de modelos, que define a posicao de cada cluster
num bloco utilizando as coordenadas X e Y.

A geracao de modelos exige dados de imagens dos primeiros 5 ciclos do ensaio. Apds a aquisicao de
imagens do ultimo ciclo de modelos para um bloco, € gerado o modelo.

T’. _ NOTA
" Para detetar um cluster durante a geracéo de modelos, tem de existir, pelo menos, 1 base diferente de G

nos primeiros 5 ciclos. Para quaisquer sequéncias de indexacao, o RTA v2 necessita de, pelo menos,
1 base diferente de G nos primeiros 2 ciclos.

O modelo ¢ utilizado como referéncia para o passo subsequente de registo e extracao da intensidade. As
posicoes dos clusters para toda a célula de fluxo sao gravadas nos ficheiros de localizacao dos clusters
(*.locs), 1 ficheiro para cada pista.
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Registo e extracao da intensidade
O registo e a extracao da intensidade comecam apds a geragcao de modelos.

O registo alinha as imagens produzidas em cada ciclo subsequente de aquisicao de imagens em relacao
ao modelo.

A extracao de intensidade determina um valor de intensidade para cada cluster no modelo para uma
determinada imagem.

Se o registo falhar para quaisquer imagens num ciclo, nao sao geradas quaisquer identificacoes de bases
para esse bloco nesse ciclo. Utilize o software Sequencing Analysis Viewer (SAV) para examinar as imagens
miniatura e identificar as imagens que falharam no registo.

Correcao de fases

Durante a reacao de sequenciacao, cada cadeia de ADN num cluster estende-se por 1 base por ciclo.
A fase e a pré-fase ocorrem quando uma cadeia fica fora de fase com o ciclo atual de incorporacao.

A fase ocorre quando uma base fica para tras.
A pré-fase ocorre quando uma base avanca.

Figura 29 Fase e pré-fase

A

A Leitura com uma base em fase
B Leitura com uma base em pré-fase.

O RTAZ2 corrige os efeitos de fase e pré-fase, 0 que maximiza a qualidade dos dados em cada ciclo do
ensaio.

Identificacao de bases

Aidentificacao de bases determina a base (A, C, G ou T) de cada cluster de um determinado bloco num
ciclo especifico. O instrumento NextSeq 550Dx utiliza a sequenciagcéo de 2 canais, 0 que exige apenas 2
imagens para codificar os dados para 4 bases de ADN, 1 do canal vermelho e 1 do canal verde.

As intensidades extraidas de uma imagem em comparacao com outra imagem resultam em 4 populacoes
distintas, cada uma correspondente a um nucledtido. O processo de identificacdo de bases determina a
que populagcao pertence cada cluster.
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Figura 30 Visualizacdo de intensidades de cluster
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Tabela1 Identificacdes de bases na sequenciagao de 2 canais

Canal

Base Canal verde Resultado
vermelho

A 1 (ligado) 1 (ligado) Clusters que exibem intensidade quer no canal vermelho quer no
canal verde.

C 1 (ligado) 0 (desligado) Clusters que exibem intensidade apenas no canal vermelho.

G 0 (desligado) 0 (desligado) Clusters que néao exibem qualquer intensidade numa localizacéo
conhecida do cluster.

T 0 (desligado) 1 (ligado) Clusters que exibem intensidade apenas no canal verde.

Clusters que passam pelofiltro

Durante o ensaio, o RTAZ2 filtra os dados em bruto para remover as leituras que nao cumprem o limiar de
qualidade dos dados. Os clusters sobrepostos e de baixa qualidade sao removidos.

Para a analise de 2 canais, o RTA2 utiliza um sistema com base na populacao para determinar a pureza de
uma identificacao de bases. Os clusters passam nos filtros (PF) quando no maximo 1 identificacao de bases
nos primeiros 25 ciclos apresenta uma pureza < 0,63. Os clusters que nao passam no filtro nao sao
identificados em termos de bases.

Consideracdes de indexacao

O processo para as leituras de indexacéo de identificacéo de bases difere entre as identificacdes de bases
durante outras leituras.

As leituras de indexacao tém de iniciar com pelo menos 1 base diferente de G em qualquer um dos 2
primeiros ciclos. Se uma Leitura de indexacéo iniciar com 2 identificagdes de bases de G, ndo € gerada
nenhuma intensidade do sinal. O sinal tem de estar presente em qualguer um dos 2 primeiros ciclos para
garantir a execucao da desmultiplexagem.

Para aumentar a robustez de desmultiplexagem, selecione sequéncias de indexacao que fornegcam um sinal
em pelo menos 1 canal, de preferéncia em ambos os canais, para todos os ciclos. Seguir esta diretriz evita
combinacdes de indexacdes que resultam em apenas bases G em qualquer ciclo.

Canal vermelho — Aou C
Canalverde — Aou T

Este processo de identificacao de bases garante a precisdo quando se analisam amostras de plexagem
baixa.
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Pontuacao de qualidade

Uma pontuacao de qualidade, ou pontuacao Q, € uma previsao da probabilidade de uma identificacao de
bases incorreta. Uma pontuacéo Q mais elevada implica que a identificacéo de bases tem uma qualidade
mais elevada e ha mais probabilidade de estar correta.

A pontuacéao Q é uma forma compacta de comunicar probabilidades de pequenos erros. As pontuacoes de
gualidade sao representadas como Q(X), onde X € a pontuagao. A seguinte tabela mostra a relagéo entre a
pontuacao de qualidade € a probabilidade de erro.

Pontuacado Q - Q(X) Probabilidade de erro

Q40 0,0001 (1 em 10 000)
Q30 0,001 (1 em 1000)
Q20 0,01 (1 em 100)
Q10 0,1 (1 em 10)

' 8 NOTA

1|-4
A pontuacao de qualidade baseia-se numa versao modificada do algoritmo Phred.

A pontuacao de qualidade calcula um conjunto de preditores para cada identificacéo de bases e, em

seguida, usa os valores do preditor para verificar a pontuacao Q numa tabela de qualidade. As tabelas de

qualidade sao criadas para fornecer predicdes de qualidade perfeitamente precisas para ensaios gerados

por uma configuracao especifica da plataforma de sequenciacao e versao de quimica.

Depois de determinar a pontuacao de Q, os resultados sao registados nos ficheiros de identificacao de

bases (*.bcl.bgzf).
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Tipo de ficheiro

Ficheiros de
identificacéo de
bases

Ficheiro de
indexacao de
identificacao de
bases

Ficheiros de
localizacao de
clusters

Ficheiros de filtro

Ficheiros InterOp

Ficheiro de
configuragcao RTA

Ficheiro de
informacodes do
ensaio

Descricao de ficheiro, localizacdo e nome

Cada bloco analisado € incluido num ficheiro de identificagao de bases, agregado em 1
ficheiro para cada pista, para cada ciclo. O ficheiro agregado contém a identificagao de bases
e a pontuacgao de qualidade codificada para cada cluster nessa pista.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Os ficheiros sdo guardados em 1 pasta para cada pista.
[Ciclo].bcl.bgzf, onde [Ciclo] representa o numero do ciclo em 4 digitos. Os ficheiros de
identificacao de bases sao comprimidos com a compressao de blocos gzip.

Para cada pista, um ficheiro de indexacé&o binario lista as informagdes originais do bloco num
par de valores para cada bloco, que sdao o numero do bloco e o nimero de clusters para o
bloco.

Os ficheiros de indexacéo de identificacéo de bases sédo criados da primeira vez que é criado
um ficheiro de identificagao de bases para essa pista.

Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Os ficheiros sao guardados em 1 pasta para cada pista.
s_[Pista].bci

Para cada bloco, as coordenadas XY para todos os clusters sédo agregadas em 1 ficheiro de
localizagao de clusters para cada pista. Os ficheiros de localizacao de clusters s&o o resultado
da geracao de modelos.

Data\Intensities\LOO[X] — Os ficheiros sao guardados em 1 pasta para cada pista.
s_[pista].locs

O ficheiro de filtro especifica se um cluster passou pelo filtro. As informacdes do filtro sao
agregadas em 1 ficheiro de filtro para cada pista e leitura.

Os ficheiros de filtro sdo gerados ao ciclo 26 com 25 ciclos de dados.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Os ficheiros sdo guardados em 1 pasta para cada pista.
s_[pista].filter

Ficheiros de comunicacéao binaria utilizados para o Sequencing Analysis Viewer (SAV). Os
ficheiros InterOp sédo atualizados ao longo do ensaio.
Pasta InterOp

Criado no inicio do ensaio, o ficheiro de configuracédo RTA indica as definicdes para o ensaio.
[Pasta raiz], RTAConfiguration.xml

Indica o nome do ensaio, o numero de ciclos em cada leitura, se a leitura ¢ uma leitura
indexada e o numero de faixas e blocos na célula de fluxo. O ficheiro de informagdes do ensaio
€ criado no inicio do ensaio.

[Pasta raiz], Runinfo.xml

Blocos da célula de fluxo

Os blocos sao pequenas areas de imagens na célula de fluxo definidos como o campo de visao pela camara.
O numero total de blocos depende do numero de pistas, faixas e superficies cujas imagens sao adquiridas
na célula de fluxo e como as camaras trabalham em conjunto para recolher as imagens. As células de fluxo
de saida elevada tém um total de 864 blocos.
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Tabela 2 Blocos da célula de fluxo

Componente da Saida Descricio

célula de fluxo elevada ¢

Pistas 4 Uma pista é um canal fisico com portas de entrada e saida dedicadas.

Superficies 2 S&o obtidas imagens da célula de fluxo em 2 superficies, a superior e a inferior. E
adquirida a imagem da superficie superior de 1 bloco e, em seguida, € adquirida a
imagem da superficie inferior do mesmo bloco antes de se mover para o bloco
seguinte.

Faixas por pista 3 Uma faixa € uma coluna de blocos numa pista.

Segmentos da 3 O instrumento utiliza 6 camaras para adquiririmagens da célula de fluxo em 3

camara segmentos para cada pista.

Blocos por faixa por 12 Um bloco € a area na célula de fluxo que a camara visualiza como 1 imagem.

segmento da camara

Total de imagens dos 864 O numero total de blocos equivale as pistas x superficies x faixas x segmentos da

blocos camara x blocos por faixa por segmento.

Numeracao das pistas

Pistas 1 e 3, designadas par de pistas A: sao adquiridas as imagens ao mesmo tempo. Pistas 2 e 4,
designadas par de pistas B: sdo adquiridas as imagens quando a aquisicao de imagens do par de pistas A
estiver concluida.

Figura 31 Numeracao das pistas
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A PardepistasA — Pistas1e 3
B Parde pistasB — Pistas2 e 4

Numeracao das faixas

Sao adquiridas as imagens de cada pista em 3 faixas. As faixas sao numeradas entre 1 e 3 para as células
de fluxo de saida elevada.

Figura 32 Numeracéo das faixas
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Numeracao das camaras

O instrumento NextSeq 550Dx utiliza 6 camaras para adquirir imagens da célula de fluxo.

As camaras sao numeradas entre 1 e 6. Pista 1 de imagens das camaras 1 a 3. Pista 3 de imagens das
camaras 4 a 6. Apds a aquisicao das imagens das pistas 1 e 3, o médulo de aquisicao de imagens move-se
no eixo X para as pistas 2 e 4 de imagens.

Figura 33 Numeracao das camaras e segmentos (célula de fluxo de saida elevada apresentada)
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Numeragao dos blocos
Existem 12 blocos em cada faixa de cada segmento da camara. Os blocos sao numerados de 01 a 12,
independentemente do numero da faixa ou segmento da camara e sao representados em 2 digitos.
Figura 34 Numeracao dos blocos
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O numero completo do bloco inclui 5 digitos para representar a localizacao, conforme se segue:

Superficie — 1 representa a superficie superior; 2 representa a superficie inferior
Faixa — 1,20u3
Camara —1,2,3,4,50u6
Bloco — 01, 02, 083, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 ou 12
Exemplo: O numero do bloco 12508 indica a superficie superior, a faixa 2, a camara 5 e o bloco 8.

O numero completo do bloco de 5 digitos é utilizado no nome do ficheiro das imagens miniatura e ficheiros de
fase empirica. Para obter mais informacdes, consulte Ficheiros de saida da sequenciacdo na pagina 63.
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O software de controlo gera 0 nome da pasta de saida automaticamente.
(= Data (Dados)

("™ Intensities (Intensidades)
[~ BaseCalls (Identificactes de bases)
[C7LO01 — Ficheiros da identificacao de bases para a pista 1, agregados em 1 ficheiro por ciclo.
(= LO02 — Ficheiros da identificacao de bases para a pista 2, agregados em 1 ficheiro por ciclo.
(= L003 — Ficheiros da identificagdo de bases para a pista 3, agregados em 1 ficheiro por ciclo.
(= L004 — Ficheiros da identificagao de bases para a pista 4, agregados em 1 ficheiro por ciclo.
[C=LO0O1 — Um ficheiro *.locs agregado para a pista 1.
(= LO02 — Um ficheiro *.locs agregado para a pista 2.
(7 LO03 — Um ficheiro *.locs agregado para a pista 3.
(7 L004 — Um ficheiro *.locs agregado para a pista 4.
(7 Images (Imagens)
(= Focus (Foco)
= Lo01 — Imagens focadas para a pista 1.
= L002 — Imagens focadas para a pista 2.
(= L003 — Imagens focadas para a pista 3.
= Lo04 — Imagens focadas para a pista 4.
() InterOp — Ficheiros binarios utilizados pelo Sequencing Analysis Viewer (SAV).
= Logs (Registos) — Ficheiros de registo que descrevem 0s passos operacionais.

= Recipe (Receita) — Ficheiro de receitas especificas do ensaio designado com a ID do cartucho de
reagentes.

= RTALogs (Registos RTA) — Ficheiros de registo que descrevem os passos de analise.
=l RTAConfiguration. txt

El Runinfo.xml
=l RunNotes.xml

El RunParameters.xml
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Tipo de ficheiro Descricao de ficheiro, localizacao e nome

Ficheiros GTC Ficheiro de identificacéo de gendtipos. Um ficheiro GTC € gerado para cada amostra

digitalizada no BeadChip. O nome do ficheiro inclui o codigo de barras e a amostra digitalizada.

[codigo de barras]_[amostra].gtc

Ficheiros de imagens  Os ficheiros de imagens sao identificados de acordo com a darea digitalizada no BeadChip.
O nome inclui o codigo de barras, a amostra e a sec¢ao no BeadChip, a faixa e o canal de
aquisicao de imagens (vermelho ou verde).

[cédigo de barras]_[amostra]_[sec¢do]_[faixa]_[camara]_[bloco]_[canal].jpg

e Cddigo de barras — O nome do ficheiro comega com o cédigo de barras do BeadChip.

e Amostra — Uma area do BeadChip, que € numerada como uma fila (ROX), de cima para
baixo, e coluna (COX) da esquerda para a direita.

e Secgdo — Uma fila numerada numa amostra.

e Faixa — Sao adquiridas as imagens de BeadChips como uma colecao de blocos

sobrepostos. Por conseguinte, € utilizada apenas 1 faixa para adquirir a imagem da seccéo.

e Camara — A camara utilizada para adquirir a imagem.

® Bloco — Uma area de aquisigcao de imagens definida como o campo de viséo pela camara.

e Canal — Um canal é vermelho ou verde.

(= [Data]_[Nome do instrumento]_[N.° da digitalizag&o]_[Cédigo de barras]
[C= [Cédigo de barras]
(= Config

= Effective.cfg — Definicdes de configuracao dos registos utilizadas durante a digitalizagao.

(= Focus (Foco) — Contém ficheiros de imagens utilizados para focar a digitalizagao.

= Logs (Registos) — Contém os ficheiros de registo que enumeram cada passo executado durante

a digitalizacao.
= PreScanDiagnosticFiles (Ficheiros de diagndstico pré-digitalizacao)
(™ [Data_Hora] Barcode Scan (Digitalizacéo de cédigo de barras)
=l ProcessedBarcode.jpg — Imagem do cdédigo de barras do BeadChip.
B Diagndstico de digitalizacao (ficheiros de registo)
=l PreScanChecks.csv — Resultados dos registos da verificacéo automatica.

=l Ficheiros GTC — Ficheiros de identificagao de gendtipos (1 ficheiro por amostra).

=l Ficheiros IDAT — [Opcionais] Ficheiros de dados de intensidade (2 ficheiros por amostra; 1 cada

por canal).

=l Ficheiros de imagens — Imagens digitalizadas para cada amostra, seccéao, faixa, camara, bloco e

canal.
=l [Cdédigo de barras]_amostra_meétricas.csv
B [Cdédigo de barras]_seccao_métricas.csv

El ScanParameters.xml
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carregamento 33
falha no registo 51
nao ¢é possivel digitalizar o codigo de
barras 51
orientacao do codigo de barras 31
tipos 1
botéo de alimentacao 5, 11

cartucho de reagentes
descricao geral 8
reservatorio n.®° 28 38
cartucho de tampao 9, 21
célula de fluxo
aquisicao de imagens 65
blocos 63
descricao geral 7
embalagem 17
limpeza 17
numeracao das pistas 64
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numeracao do blocos 65

numero da faixa 64

pares de pistas 7

pinos de alinhamento 18

rehibridagcao 49

tipos 1
ciclos de densidade de clusters 26
ciclos numa leitura 15-16
clusters que passam pelo filtro 60
compartimento de aquisicao de imagens 3
compartimento de reagentes 3
compartimento de tampao 3
compatibilidade

célula de fluxo, cartucho de reagentes 6

controlo RFID 6, 8
componentes

barra de estado 3

compartimento de aquisicao de imagens 3

compartimento de reagentes 3

compartimento de tampéao 3
comprimento da leitura 16
comprimento de leitura 15-16
Configuracao 54
configuracéo autéonoma 24
configuracéo BaseSpace 23
configuracao do ensaio, opcao avancada 13
consideracdes de indexacao 60
consumiveis 6

agua laboratorial 14

cartucho de reagentes 8

cartucho de tampéao 9

célula de fluxo 7

ensaios de sequenciacéo 14

lavar consumiveis 37-38

manutencao do instrumento 14
consumiveis fornecidos pelo utilizador 14
controlo RFID 6

Decode File Client 29
aceder por BeadChip 31
aceder por conta 30
definicdes de configuragao 53
definicdes do sistema 12
diretrizes de agua laboratorial 14
documentacgéo 2, 73
duracao do ensaio 15-16
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encerrar o instrumento 43
erros de verificagao pré-ensaio 46
erros e avisos 4

nos ficheiros de saida 58

fase, pré-fase
fase empirica 59
ficheiros de clusters 52
ficheiros de entrada, digitalizar 52
ficheiros de clusters 29
ficheiros de manifesto 29, 52
pasta DMAP 29
pasta DMAP, transferir 30
ficheiros de filtros 63
ficheiros de identificacao de bases 63
ficheiros de registo
GlobalLog 58
LaneNLog 58
ficheiros de saida 63
ficheiros de saida da digitalizacao
GTC, IDAT 67
ficheiros de saida, digitalizacéo
GTC, IDAT 67
ficheiros de saida, sequenciacao 63
ficheiros GTC 67
ficheiros InterOp 45, 63
ficheiros locs 63
filtro de ar 4, 40
filtro de pureza 60
fluxo de trabalho
BeadChip 33
cartucho de reagente 21
cartucho de tampao 21
célula de fluxo 18
consideracdes de indexagcao 60
descricao geral 16, 30
duragao do ensaio 15-16
hipoclorito de sédio 38
inicio de sessao do BaseSpace 18
métricas do ensaio 25
modo autéonomo 24
modo BaseSpace 23
opgao de carregamento avangado 13
preparacao da célula de fluxo 17
reagentes gastos 20
seguenciacao 58
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verificagao pré-ensaio 25, 33
fluxo de trabalho de sequenciacao 58
formacao online 2
formamida, posicao 6 23

geracao de clusters 15, 26
geracao de modelos 58-59
gerir instrumento

encerrar 43

hipoclorito de sédio, lavagem 38

icones
erros e avisos 4
estado 4
identificacao de bases 59
consideracgdes de indexagcao 60
imagiologia, sequenciagao de 2 canais 59
instrumento
alcunha 12
arranque 11
avatar 12
botao de alimentacéao 5
definicbes de configuracéo 53
encerrar 43
indicadores de modo 12
reinicializar 43
reiniciar 43
intensidades 59
interruptor de alimentacéo 11

lavagem
automatica 27
consumiveis fornecidos pelo utilizador 37
lavagem manual 37
lavar componentes 37
lavagem do instrumento 37
lavagem pds-ensaio 27
localizacao da pasta 24
localizacao de clusters 58
ficheiros 63
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manutencao do instrumento

consumiveis 14
manutengao preventiva 37
manutengao, preventiva 37
mensagem de erro RAID 52
métrica

identificacao de bases 59
métricas 26

ciclos de intensidade 26
métricas do ensaio 25
modo RUO 12

nome de utilizador e palavra-passe 11

nome de utilizador e palavra-passe do
sistema 11

numeracgao das camaras 65

numeracao das faixas 64

numeracgao das pistas 64

numeracgao dos blocos 65

opgéao de carregamento avangado 13

parametros do ensaio
editar parametros 23
modo auténomo 24
modo BaseSpace 23
pares de pistas 64
passagem pelo filtro (PF) 60
pasta DMAP
Decode File Client 29
transferir 30
pontuacdes de Q 61
probabilidade de erro 61
purgar os consumiveis 13

reagentes
eliminacéo correta 21
em Kits 6
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reagentes gastos
eliminacéo 20, 39
recipiente cheio 48
rehibridacao de primer 49
rehibridacao, Leitura 1
resolugcao de problemas
métricas de baixa qualidade 49
reinicializar
instrumento 43
reinicializar para o modo de investigagao 12
reiniciar 43
resolucao de problemas
falha no registo da digitalizacéo 51
ficheiros especificos da digitalizagdo 46
ficheiros especificos do ensaio 45
nao é possivel digitalizar o cddigo de barras
do BeadChip 51
opcoes de contacto 45
recipiente de reagentes gastos 48
substituicao dos ficheiros de manifesto e de
clusters 52
verificacao pré-ensaio 46
RTA2
erro ao manusear 58
RunInfo.xml 45, 63

sequenciacao
consumiveis fornecidos pelo utilizador 14
introducao 15
servico de copia do ensaio 26
servico de monitorizacéo proativa do lllumina 54
software
analise de imagens, identificacdo de bases 4
atualizacao automatica 42
atualizacao manual 42
definicdes de configuracao 53
duracao do ensaio 15-16
inicializacao 11
no instrumento 4
software BlueFuse Multi 1
software de atualizacao 41
software de controlo 4
software Real-Time Analysis 1, 4
fase 59
fluxo de trabalho 58
resultados 63

71



Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx no modo de investigacao

teclado 13

transferéncia de dados
digitalizacdo dos dados 35
icones de atividade 26
servico de copia do ensaio 26

verificacao pré-ensaio 25, 33

Windows
sair 43
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Assisténcia técnica

Para obter assisténcia técnica, contacte o Suporte Técnico da llumina.

Sitio Web:
E-mail:

Numeros de telefone do Apoio ao Cliente da lllumina

www.illumina.com

techsupport@illumina.com

Regiao Numero gratuito Regional
América do Norte +1.800.809.4566

Alemanha +49 8001014940 +49 8938035677
Australia +1.800.775.688

Austria +43 800006249 +43 19286540
Bélgica +32 80077160 +32 34002973
China 400.066.5835

Dinamarca +45 80820183 +45 89871156
Espanha +34 911899417 +34 800300143
Finlandia +358 800918363 +358 974790110
Franca +33 805102193 +33 170770446
Hong Kong 800960230

Irlanda +353 1800936608 +353 016950506
Italia +39 800985513 +39 236003759
Japao 0800.111.5011

Noruega +47 800 16836 +47 21939693

Nova Zelandia

0800.451.650

Paises Baixos

+31 8000222493

+31207132960

Reino Unido +44 8000126019 +44 2073057197
Singapura +1.800.579.2745

Suécia +46 850619671 +46 200883979
Suica +41 565800000 +41 800200442
Taiwan 00806651752

Outros paises

+44.1799.534000

Fichas de dados de seguranga (FDS) — Disponiveis no sitio Web da lllumina em
support.illumina.com/sds.html.

Documentagao do produto — Disponivel para transferéncia em PDF a partir do sitio Web da lllumina. Aceda

a support.ilumina.com, selecione um produto e, em seguida, selecione Documentation & Literature

(Documentacao e literatura).

Documento n.® 1000000041922 vO1 POR

Apenas para efeitos de investigacao.
Nao se destina a utilizagdo em procedimentos de diagndstico.

73


http://www.illumina.com/
mailto:techsupport@illumina.com
http://support.illumina.com/sds.html
http://www.illumina.com/support.ilmn

Manual de referéncia do instrumento NextSeq 550Dx no modo de investigacao

Documento n.® 1000000041922 vO1 POR

Apenas para efeitos de investigacao.
Nao se destina a utilizagdo em procedimentos de diagndstico.

74



lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 EUA
+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (fora da América do Norte)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com

Apenas para efeitos de investigacao.

Nao se destina a utilizagdo em procedimentos de diagndstico.

© 2018 lllumina, Inc. Todos os direitos reservados.

Documento n.° 1000000041922 vO1 POR

illumina



	Capítulo 1 Descrição geral
	Acerca deste manual
	Introdução
	Recursos adicionais
	Componentes do instrumento
	Descrição geral dos consumíveis de sequenciação

	Capítulo 2 Introdução
	Ligar o instrumento
	Personalizar as definições do sistema
	Consumíveis e equipamento fornecidos pelo utilizador

	Capítulo 3 Sequenciação
	Introdução
	Fluxo de trabalho de sequenciação
	Preparar o cartucho de reagentes
	Preparar a célula de fluxo
	Preparar bibliotecas para sequenciação
	Configurar um ensaio de sequenciação
	Monitorizar o progresso do ensaio
	Lavagem automática pós-ensaio

	Capítulo 4 Digitalização
	Introdução
	Fluxo de trabalho da digitalização
	Transferir a pasta DMAP
	Carregar o BeadChip no adaptador
	Configurar uma digitalização
	Monitorizar o progresso da digitalização

	Capítulo 5 Manutenção
	Introdução
	Realizar uma lavagem manual
	Substituir o filtro de ar
	Atualizações de software
	Opções de reinicialização e encerramento

	Anexo A Resolução de problemas
	Introdução
	Ficheiros de resolução de problemas
	Resolver erros de verificação automática
	O recipiente de reagentes gastos está cheio
	Fluxo de trabalho de rehibridação
	Erros na digitalização e no BeadChip
	Receitas personalizadas e pastas de receitas
	Mensagem de erro RAID
	Configurar as definições do sistema

	Anexo B Real-Time Analysis
	Descrição geral do Real-Time Analysis
	Fluxo de trabalho do Real-Time Analysis

	Anexo C Ficheiros e pastas de saída
	Ficheiros de saída da sequenciação
	Estrutura de pastas de saída de sequenciação
	Ficheiros de saída da digitalização
	Estrutura de pastas de saída de digitalização

	Índice remissivo
	Assistência técnica

