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Este documento e seu conteudo sao propriedade da lllumina, Inc. e de suas afiliadas (“lllumina”), e destinam-se
exclusivamente ao uso contratual de seu cliente com relagao ao uso dos produtos descritos neste documento e para
nenhuma outra finalidade. Este documento e seu conteddo nao devem ser usados ou distribuidos para nenhuma outra
finalidade nem comunicados, divulgados ou reproduzidos de nenhuma forma sem o consentimento prévio por escrito da
lllumina. A lllumina nao concede nenhuma licenga sob seus direitos de patente, marca registrada, direitos autorais ou lei
comum, nem direitos semelhantes de terceiros por meio deste documento.

As instru¢cdes neste documento devem ser estrita e explicitamente seguidas por pessoal devidamente treinado e
qualificado para garantir o uso adequado e seguro dos produtos descritos neste documento. Todo o contetdo deste
documento deve ser inteiramente lido e entendido antes da utilizagc&o de tais produtos.

NAO LER COMPLETAMENTE E NAO SEGUIR EXPLICITAMENTE TODAS AS INSTRUCOES AQUI CONTIDAS PODE
RESULTAR EM DANOS AQO(S) PRODUTO(S), FERIMENTOS A PESSOAS, INCLUSIVE USUARIOS OU OUTROS, E DANOS
A OUTROS BENS, ANULANDO TODA GARANTIA APLICAVEL AO(S) PRODUTO(S).

A ILLUMINA NAO SE RESPONSABILIZA POR QUALQUER PROBLEMA CAUSADO PELO USO INDEVIDO DO(S)
PRODUTO(S) MENCIONADO(S) ACIMA (INCLUINDO PARTES SEPARADAS OU SOFTWARE).

© 2019 lllumina, Inc. Todos os direitos reservados.

Todas as marcas comerciais pertencem a lllumina, Inc. ou aos respectivos proprietarios. Para obter informacoes
especificas sobre marcas comerciais, consulte www.illumina.com/company/legal.html.
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Descricao da alteracao

Atualizada a tabela Complexidade de pool de bibliotecas para o fluxo
de trabalho do Xp.

Adicionadas informacgdes da lamina de fluxo SP.
Atualizadas as tabelas de complexidade recomendada de pool de
bibliotecas para os fluxos de trabalho Padrao e do Xp.

Corrigido o link para a pagina de suporte do NovaSeq 6000.
Corrigida adverténcia ausente.

Adicionadas informacdes sobre o kit NovaSeq 6000 S4 (200 ciclos).
Adicionadas informagdes sobre a conta de usuario.

Adicionadas concentracdes de carga de uma célula.

Atualizadas as instrugdes para inicio escalonado de execugoes.
Atualizadas as instrugdes de acesso ao BaseSpace.

Atualizadas as instrugdes de verificacdo antes da execugao.
Adicionadas notas sobre a exigéncia de confirmar desligamento ou
reinicializagéo.

Adicionada nota sobre limpeza apds a execuc¢ao incompleta.
Esclarecidas as informa¢des sobre limpeza de manutencao.
Esclarecidas as informacdes sobre atualizagao de software.

Esclarecido o uso do tubo de bibliotecas para misturar reagentes na
etapa de elevacao antes do sequenciamento.

Acrescentada uma tabela de descricdes de simbolos para simbolos
nos materiais de consumo ou na embalagem do material de consumo.
Acrescentadas informacgdes sobre o servico de monitoramento lllumina
Proactive na secao Run Setup Modes (Modos de configuragcao de
execucao).

Acrescentadas informacdes sobre a APINovaSeq LIMS.

Atualizadas as descricoes de software sobre o NovaSeq Control
Software v1.4.0

Atualizado o numero tipico de leituras que passam no filtro de laminas
de fluxo S2.

Atualizadas as concentragdes de carga recomendadas para o fluxo de
trabalho do NovaSeq Xp.

Atualizadas as instrugdes de abertura do pacote da lamina de fluxo.
Esclarecido o procedimento de carga de bibliotecas na lamina de
fluxo.

Acrescentada uma nota sobre disponibilidade do instrumento para
iniciar uma limpeza de manutencao.

Acrescentadas informagdes sobre o crondémetro de contagem
regressiva de inicio escalonado.

Atualizadas as instrugdes sobre 0 modo de adicionar ou remover
regras de SRP.
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Documento

Documento n.°
1000000019358 v06
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1000000019358 v05

Data

Fevereiro
de 2018

Dezembro
de 2017

Descricao da alteracéao

Acrescentada uma nota na segdo Lamina de fluxo para indicar que é

necessaria a versdo 1.3.1 do software ao usar uma lamina de fluxo S1.

Atualizadas as descricdes e o volume Padrao na tabela em Meétodos
de carga de bibliotecas.

Acrescentado aviso de cuidado em Componentes do kit de reagentes.
Acrescentados tubos de 0,5 e 1,5 ml, pontas de pipetas para pipetas
de 20, 200, 1000 ul a tabela Materiais de consumo. Acrescentado um
cilindro graduado a tabela Equipamento.

Acrescentada a segao Preparar a lamina de fluxo aos Capitulos 4 € 5,
movidas as etapas do Capitulo 6 para essas sec¢oes.

Atualizado o volume total da lamina de fluxo S1 no Capitulo 4.
Acrescentada a tabela Complexidade recomendada de pool de
bibliotecas a Criar um pool de bibliotecas normalizadas no Capitulo 4.
Atualizadas as etapas Descongelar cartuchos de SBS e de cluster nos
Capitulos 4 e 5.

Esclarecidas as instru¢cdes de descongelamento em Preparar lamina
de fluxo.

Atualizadas as informacgdes de descongelamento em Concentracbes
de carga recomendadas no NovaSeq Xp.

Atualizada a tabela Complexidade recomendada de pool de
bibliotecas em Criar um pool de bibliotecas normalizadas no

Capitulo 5.

Acrescentada uma frase especificando que a lamina de fluxo deve ser
usada em até 12 horas ap0ds a respectiva remogao da embalagem em
Resumo do fluxo de trabalho do NovaSeq Xp e Preparar lamina de
fluxo.

Acrescentado esclarecimento sobre tubo vazio de biblioteca para Xp
no diagrama do fluxo de trabalho de sequenciamento.

Em Desnaturar biblioteca e op¢ao de controle PhiX para o fluxo de
trabalho Padrao, foram atualizados os volumes Tris-HCI na tabela para
a etapa 5.

Em Preparar a mistura master de ExXAmp para o fluxo de trabalho do
NovaSeq Xp, foi acrescentada uma nota apds a etapa 4 para indicar
que é necessario agitar para obter os melhores resultados.

Em Carregar bibliotecas na lamina de fluxo para o fluxo de trabalho do
NovaSeq Xp, foi acrescentado um lembrete apds a etapa 3 para
carregar as amostras lentamente.
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Documento

Material n.° 20023471
Documento n.°
1000000019358 v04

Material n.° 20020483
Documento n.°
1000000019358 v03

Data

Outubro
de 2017

Setembro
de 2017

Descricao da alteracéao

Acrescentada uma carga de cavidade individual a lista de recursos do
instrumento.

Materiais de consumo - acrescentado o kit NovaSeq Xp de 2
cavidades e o kit NovaSeq Xp de 4 cavidades. Acrescentado o
conjunto do coletor NovaSeq Xp de 2 cavidades e o conjunto do
coletor NovaSeq de 4 cavidades.

Equipamento - acrescentadas a plataforma de l1amina de fluxo
NovaSeq Xp e a pipeta P200 para fluxo de trabalho do NovaSeq Xp.
Acrescentado um capitulo Preparacéo de materiais de consumo para
o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp.

Movidos os frascos de reagentes vazios usados do capitulo
Sequenciamento para o inicio dos capitulos Fluxo de trabalho do
NovaSeq Padrao e Fluxo de trabalho do NovaSeq Xp.

Atualizada a tabela Concentracao de bibliotecas em pool e a tabela
Concentragéo de carga recomendada para o fluxo de trabalho Padrao.

Descri¢cdes atualizadas do NovaSeq Control Software v1.2, que
contém suporte para as laminas de fluxo S1 e S4.

Acrescentados requisitos de espaco em disco para uma execugao de
lamina de fluxo dupla com laminas de fluxo S1 e S4.

Especificado o requisito de nomenclatura para determinados arquivos
*.json.

Reorganizadas as informagodes sobre a visao geral do kit no capitulo
Kits e acessorios. Este capitulo trata de configuragdes, componentes e
identificac&o de compatibilidade para os kits de reagentes e de carga
de bibliotecas.

Acrescentado o kit de reagentes NovaSeq 6000 aos materiais de
consumo fornecidos pelo usuario.

Atualizadas as instrugdes para agrupar e desnaturar biblioteca para
conter informacodes de laminas de fluxo S1 e S4.

Atualizadas as instrugdes de descongelamento de cartuchos de
reagente para exigir um banho-maria de 2 horas para S1 e S2 e um
banho-maria de quatro horas para S4.

Atualizadas as descricdes do tubo de biblioteca, cartuchos de
reagente e laminas de fluxo para incluir componentes S4.
Acrescentada uma sec¢ao sobre atualizacdes automaticas de software
no capitulo Manutencao.

Substituida a referéncia a Reducédo do espaco ocupado para
armazenamento de dados de genoma completo (Pub. n.° 970-2012-
013) com a comparacdo de qualidade de dados da série NovaSeq e
HiSeqg X Ten (Pub. n.° 770-2017-010).

Acrescentada uma nota a etapa 3 em Digitar parametros de execucao
no Capitulo 6.

Atualizada a segao Blocos da lamina de fluxo para incluir informacgdes
de blocos S1 e S4.
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Documento Data
Material n.° 20018871 Abril de
Documento n.° 2017

1000000019358 v02

Material n.° 20018406 Margo de
Documento n.° 2017
1000000019358 vO1

Material n.° 20015871 Fevereiro
Documento n.° de
1000000019358 vOO 2017

Descricao da alteracéao

Foram adicionadas as seguintes informacdes:

e Materiais de consumo fornecidos pela lllumina necessarios para uma
execucao.

e Condi¢cdes de armazenamento dos componentes do kit de
reagentes.

e Recomendacdes para a concentracéo de carga da biblioteca.

e Diluicao de NaOH para duas laminas de fluxo.

e Etapa para deixar a lamina de fluxo em temperatura ambiente antes
de carregar.

e Etapa de troca de luvas apds esvaziar os frascos de reagentes
usados.

e Configuragao da saida do LIMS para sistemas LIMS de terceiros.

e Convencao de nomenclatura para planilhas de amostras.

e jcones de gestao de processos e solucédo de problemas.

e Apéndice contendo os recursos de seguranca do Windows e
instrucdes de configuracéao.

¢ Informacgodes de contato para assisténcia técnica.

Tempo de descongelamento do cartucho de reagente aumentado

para 4 horas.

Atualizagao das instrugdes de spike-in de PhiX para mudar o volume

de spike-in de 1% de PhiX para 0,9 yl e usar 10 mM de Tris-HCI, pH

8,5 para diluir 10 nM de PhiX.

Atualizacao das instrugoes para limpar a lamina de fluxo e o estagio da

lamina de fluxo apenas quando particulas estiverem visiveis.

Atualizacao da frequéncia de limpeza de manutencao para a cada 14

dias.

Reorganizacao e consolidacao das instrucdes sobre a preparacéo de

materiais de consumo para melhorar a continuidade.

Renomeacao das portas francesas para as portas do compartimento

de liquidos.

Corregao do nome de uma coluna na tela Process Management
(Gestao de processos) para Sequencing (Sequenciamento).

Versao inicial.
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ReCUIrS0S adiCiONaIS il 2
Vis80 geral dO SeqUeNCIamMeN O .. il 2
Fluxo de trabalho de SeqQUENCIAMENTO . . ... ... 3
Componentes Ao INStrUMENTO ... L 5

O Sistema de sequenciamento NovaSeg™ 6000 llumina® retine rendimento escalavel e tecnologia de

sequenciamento flexivel em uma plataforma em escala de producéo com a eficiéncia e o custo-beneficio de
um sistema de mesa.

Recursos

Sequenciamento escalavel: o NovaSeq 6000 aumenta a escala até o sequenciamento em nivel de
producéo com dados de alta qualidade para uma ampla gama de aplicagoes.

Produgéo ajustavel: o NovaSeq 6000 é um sistema de lamina de fluxo dupla com uma faixa de saida
ampla. Sequencie uma lamina de fluxo ou duas laminas de fluxo com diferentes comprimentos de leitura
simultaneamente. Misture e combine trés tipos de laminas de fluxo e diversos tamanhos de leitura.

Lamina de fluxo em padrdo: uma lamina de fluxo em padréo gera clusters com pouco espagamento.
O espacamento reduzido entre nanowells aumenta a densidade de cluster e a saida de dados.

Mistura de ExXAmp dentro do aparelho: o NovaSeq 6000 mistura os reagentes ExXAmp com a biblioteca,
amplifica a biblioteca e realiza a clusterizacao para um fluxo de trabalho simplificado de sequenciamento.

Carregamento de cavidades individuais: a plataforma de lamina de fluxo NovaSeq Xp permite o pré-
carregamento de bibliotecas em cavidades individuais da lamina de fluxo e reduz o volume de
carregamento da biblioteca.

Leitura de linha de alto rendimento: o NovaSeq 6000 usa uma camera com tecnologia de leitura
bidirecional para captar rapidamente a imagem da lamina de fluxo em dois canais de cores
simultaneamente.

Real-Time Analysis (RTA): o NovaSeq 6000 usa uma implementacéo do RTA chamada RTAS.
Esse software integrado analisa imagens e identifica bases.

Integragcdo com o BaseSpace™ Sequence Hub: o fluxo de trabalho de sequenciamento € integrado com
0 BaseSpace Sequence Hub, o ambiente de computacao genémica da lllumina para analise de dados,
armazenamento e colaboracao. Conforme ocorre a execucao, 0s arquivos de saida s&o transmitidos
para o ambiente em tempo real.

Pronto para o BaseSpace Clarity LIMS: aumente a eficiéncia operacional com rastreamento de todo o
processo de amostras e reagentes, fluxos de trabalho automatizados e operacao integrada de
instrumentos.
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As paginas de suporte do Sistema de sequenciamento NovaSeq 6000 do site do lllumina fornecem recursos
adicionais do sistema. Esses recursos abrangem software, treinamento, produtos compativeis e a
documentacéao abaixo. Verifiqgue sempre as paginas de suporte quanto as versdes mais recentes.

Recurso Descricao

Seletor de protocolo Um assistente para gerar documentagao personalizada de todo o processo, que € adaptado ao
personalizado meétodo de preparagao de biblioteca, aos parametros de execugéo e ao método de analise
utilizado para a execugao de sequenciamento.

Guia de preparacao Formece especificacdes para a area do laboratdrio, requisitos elétricos e consideracdes
do local da série ambientais e de rede.

NovaSeq

(documento n.°

1000000019360)

Guia de Fornece informagdes sobre consideragdes de seguranga operacional, declaracdes de
conformidade e conformidade e rotulagem de instrumentos.

seguranca da série

NovaSeq

(documento n.°

7000000019357)

Guia de Fornece informacgdes sobre o leitor RFID no instrumento, incluindo certificacdes de
conformidade do conformidade e consideragdes de seguranca.

Leitor RFID

(documento n.°

71000000002699)

Guia de primers Fornece informagdes sobre a substituicao de primers de sequenciamento da lllumina por
personalizados da primers de sequenciamento personalizados.

série NovaSeq

(documento n.°

1000000022266)

Clusterizacao

Durante a clusterizacao, moléculas de DNA simples séo ligadas a superficie da lamina de fluxo e amplificadas
simultaneamente para formar clusters. Para o fluxo de trabalho Padrao, a mistura master de ExAmp é
misturada com as bibliotecas dentro do aparelho do instrumento antes da clusterizacéo. Para o fluxo de
trabalho do NovaSeq Xp, os reagentes e bibliotecas de ExAmp sao misturados e distribuidos a lamina de
fluxo fora do instrumento. Os volumes variam conforme o tipo da lamina de fluxo e o fluxo de trabalho.

Sequenciamento

Os clusters tém a imagem capturada por meio da leitura bidirecional e da quimica de sequenciamento de
dois canais. A camera utiliza sensores que detectam luzes vermelhas e verdes para gerar imagens de cada
feixe e, simultaneamente, gerar imagens em vermelho e verde de todo o feixe. Depois da geracao de
imagem, a identificacdo de base ¢é feita para os clusters dentro de cada bloco na proporgao do sinal
vermelho para verde para cada cluster, que é baseado no local determinado pela lamina de fluxo
padronizada. Esse processo é repetido para cada ciclo de sequenciamento.
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Analise
A medida que a execugao ocorre, o NovaSeq Control Software (NVCS) transfere automaticamente os

arquivos de identificacéo de bases (*.cbcl) para o local da pasta de saida especificada para analise de
dados.

Varios métodos de anadlise estao disponiveis e dependem de sua aplicacdo. Para obter mais informacoes,
acesse a pagina de suporte do BaseSpace Sequence Hub no site da lllumina.

~ Descongele os cartuchos de reagentes de SBS e cluster.

s, Agrupe e desnature as bibliotecas. Para o fluxo de trabalho Padréo, adicione bibliotecas ao tubo da
SN biblioteca. Para o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp, carregue a mistura de ExAmp/biblioteca na lamina

de fluxo.

Para ambos os fluxos de trabalho, carregue o tubo da biblioteca no cartucho de cluster descongelado.

Na interface do software, selecione Sequence (Sequéncia) e especifique uma execucéo de lamina de
fluxo dupla ou simples.

Sequence

Descarregue os materiais de consumo da execu¢ao anterior e carregue os novos materiais de consumo
da execucéo atual.

Na tela Run Setup (Configuracéo de execugéo), especifique os parametros de execucéo. Se o
BaseSpace Sequence Hub estiver configurado, acesse-o na tela Log In (Login).
Apds concluir as verificagcdes antes da execucao, a execucgao inicia automaticamente.

[—— Monitore a execugéao na tela Sequence (Sequéncia), BaseSpace Sequence Hub se o monitoramento de
e D execucao estiver ativado, ou em um computador de rede com o Sequencing Analysis Viewer.
Os dados sao transferidos para a pasta de saida especificada.

Uma limpeza de instrumento comeca automaticamente quando o sequenciamento é concluido.

Métodos de carregamento de bibliotecas

As bibliotecas séo carregadas em uma lamina de fluxo NovaSeq 6000 com o uso de um dos dois métodos
seguintes, dependendo do fluxo de trabalho selecionado. A configuracéo de uma execucao de
sequenciamento varia conforme o fluxo de trabalho. Certifique-se de seguir sempre as instrugdes para seu
meétodo. Consulte Fluxo de trabalho Padrdo: preparacdo de materiais de consumo na péagina 30 e Fluxo de
trabalho do NovaSeq Xp: preparacao de materiais de consumo na pagina 38.
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Tabela1 Métodos de carregamento de bibliotecas

Fluxo de
trabalho

Padréao

NovaSeq
Xp

Método de carregamento do pool de
bibliotecas e de mistura de ExAmp

Um pool de biblioteca unica é
carregado no tubo de biblioteca,
misturado dentro do aparelho no tubo
de biblioteca com os reagentes EXAmp,
e distribuido automaticamente a lamina
de fluxo para clusterizagao e
sequenciamento. Uma etapa de
elevacgao antes do sequenciamento
usa reagentes no cartucho de cluster e
o tubo de biblioteca para criar uma
mistura de condicionamento que ajuda
a aumentar a eficiéncia de
clusterizacao.

Uma ou mais bibliotecas (o niumero
corresponde ao numero de cavidades
da lamina de fluxo) sdo misturadas
manualmente com reagentes ExXAmp
fora do instrumento e carregadas
diretamente em cavidades individuais
da lamina de fluxo usando a plataforma
de lamina de fluxo NovaSeq Xp. A
lamina de fluxo cheia é entao
carregada no instrumento para
clusterizacédo e sequenciamento. Uma
etapa de elevacao antes do
sequenciamento usa o tubo de

biblioteca vazio para misturar reagentes

do cartucho de cluster para criar uma
mistura de condicionamento que ajuda
a aumentar a eficiéncia de
clusterizacao.

Enderecamento individual de
cavidades e andlise de dados

Um pool de biblioteca unica é
distribuido e sequenciado em todas as
cavidades da lamina de fluxo. As
leituras de todas as cavidades sao
analisadas juntas.

Cada biblioteca é carregada em uma
cavidade separada da lamina de fluxo,
que depois € sequenciada. Pode-se

usar pools, aliquotas do mesmo pool ou

combinacdes arbitrarias diferentes. As
leituras das diversas cavidades sao
analisadas individualmente ou juntas,
de modo correspondente.

Volume de
carregamento’
Modos SP/S1-

S2-84 (ul)

150-225-465 Ll

(toda a lamina de
fluxo)

27-33-45 pl
(cavidade
individual)

‘0 fluxo de trabalho do NovaSeq Xp exige uma concentragao de 25 a 50% menor de bibliotecas desnaturadas, em comparagao com o fluxo de

trabalho Padrao.
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O Sistema de sequenciamento NovaSeq 6000 compreende um monitor com tela de toque, uma barra de
status, um botao de energia com portas USB adjacentes e trés compartimentos.

Figura1 Componentes externos

A Monitor com tela de toque: exibe a interface do NVCS para configuragéo e monitoramento do sistema e da
execucao.

B Compartimento éptico: contém os componentes dpticos que permitem a geracédo de imagens de superficie
dupla de laminas de fluxo.

C Compartimento de liquidos: contém cartuchos de reagentes e de tampao e frascos de reagentes usados.

D Compartimento da lamina de fluxo: contém as laminas de fluxo.

E Bama de status: indica o status da lamina de fluxo como pronta para sequenciamento (verde), em
processamento (azul) ou requer atencao (laranja).

F Energia e portas USB: fornece acesso ao botao de energia e as conexdes USB para componentes
periféricos.

Compartimento da lamina de fluxo

O compartimento da lamina de fluxo contém o estagio da lamina de fluxo, que mantém a lamina de fluxo A no
lado esquerdo e a lamina de fluxo B no lado direito. Cada lado tem quatro fixagdes que se posicionam
automaticamente e prendem a lamina de fluxo.

Um alvo do alinhamento ¢ptico montado no estagio da lamina de fluxo diagnostica e corrige problemas
opticos. Quando solicitado pelo NVCS, o alvo do alinhamento dptico realinha o sistema e ajusta o foco da
camera para melhorar os resultados de sequenciamento.
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Figura 2 Estagio dalamina de fluxo

A Suporte da lamina de fluxo do Lado A
B Suporte dalamina de fluxo do Lado B
C

Fixacdo da lamina de fluxo (uma de quatro por lado)
D Alvo do alinhamento dptico

O software controla a abertura e o fechamento da porta do compartimento da lamina de fluxo. A porta é
aberta automaticamente para carregar uma lamina de fluxo para uma execuc¢ao ou limpeza de manutencgao.
Apds o carregamento, o software fecha a porta do compartimento, move a lamina de fluxo para a posicao e
ativa as fixacoes e o selo de vacuo. Os sensores verificam a presenca e a compatibilidade da lamina de fluxo.
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Compartimento de liquidos

A configuracéo de uma execucéao requer o acesso ao compartimento de liquidos para carregar reagentes e
tampéo e esvaziar os frascos de reagente usados. Duas portas fecham o compartimento de liquidos, que é
dividido em dois lados correspondentes para a lamina de fluxo A e a lamina de fluxo B.

Figura3 Componentes do compartimento de liquidos

A Frasco pequeno de reagente usado: contém os reagentes usados no cartucho de cluster, com um suporte
da tampa para faci armazenamento da tampa.

B Frasco grande de reagente usado: contém os cartuchos de SBS e de tamp&o, com um suporte da tampa
para facil armazenamento da tampa.

C Refrigerador de reagentes: refrigera os cartuchos de SBS e de cluster.

D Gaveta de refrigerador de reagentes: as posicoes codificadas por cores mantém o cartucho de SBS no
lado esquerdo (etiqueta cinza) e o cartucho de cluster no lado direito (etiqueta laranja).

E Gaveta de tampéao: contém o frasco grande de reagente usado no lado esquerdo e o cartucho de tampao
no lado direito.

Reagentes usados

O sistema de fluxo de reagentes destina-se a encaminhar reagentes de cartucho de cluster, que sao
potencialmente perigosos, para o frasco pequeno de reagente usado. Os reagentes dos cartuchos de SBS
e de tampao séo encaminhados para o frasco grande de reagente usado. Porém, pode ocorrer
contaminacgao cruzada na transmissao de reagente usado. Para sua seguranga, suponha que ambos 0s
frascos de reagente usados contenham produtos quimicos potencialmente perigosos. A ficha de dados de
seguranca (SDS, Safety Data Sheets) fornece informacoes detalhadas sobre os produtos quimicos.
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fyy  OBSERVAGAO

Se o sistema estiver configurado para coletar os reagentes utiizados externamente, a transmissao para o
frasco grande de reagente usado sera encaminhada externamente. Os reagentes do cartucho de cluster
sempre vao para o frasco pequeno de reagente usado.

Software do sistema

O pacote de software do instrumento inclui aplicativos integrados que realizam execugdes de
seguenciamento, analise no instrumento e fungdes relacionadas.

NovaSeq Control Software (NVCS) (Software de controle NovaSeq): guia vocé pelas etapas para
configurar uma execugao de sequenciamento, controla as operagdes do instrumento e exibe as
estatisticas conforme a execuc¢ao continua. Para demonstrar o carregamento e o descarregamento
adequados dos materiais de consumo, o NVCS reproduz videos instrutivos durante a configuracao de
execugao.

Real-Time Analysis (RTA): realiza andlise de imagens e identificacao de bases durante uma execugéo.
O NovaSeq 6000 usa o RTAS, gue incorpora arquitetura, seguranca e outras melhorias de recursos para
otimizar o desempenho. Para obter mais informacoes, consulte Real-Time Analysis na pagina 71.

Servico de cdpia universal (UCS) — copia arquivos de producéo de RTA3 e NVCS para a pasta de saida
durante uma execucao. Se aplicavel, o servico também transfere dados para o BaseSpace Sequence
Hub. Se o Servico de copia universal for interrompido durante uma execucao, ele faz varias tentativas
para reconectar e restabelece a transferéncia de dados automaticamente.

lcones de status

Um icone de status na interface do NVCS indica o status de execucé&o. Um ndmero no icone indica o nimero
de condicbes para um status.

Quando um status de execugcao muda, o icone pisca para alertar vocé. Selecione o icone para visualizar uma
descricao da condigao. Selecione Acknowledge (Reconhecer) para limpar a mensagem e, em seguida,
Close (Fechar) para fechar a caixa de dialogo.

Tabela 2 icones de status do NVCS

icone de Nome do status Descricao
status
ro ~ Status OK O sistema esta normal.
@ Processando O sistema estd em processamento.
Adverténcia Ocorreu um aviso e é necessaria atengao.
A Avisos nao interrompem uma execugao nem exigem uma agao antes de
continuar.
Erro Ocorreu um erro.
o Erros exigem uma acao antes de continuar com a execugao.
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Gestao de processos

A tela Process Management (Gestao de processos) fornece acesso ao Compute Engine (CE) e ao disco rigido
(C:\). Use a tela para monitorar o progresso da execucao, excluir execucdes e gerenciar o espaco em disco.
Nunca apague arquivos e pastas diretamente do C:\.

A tela Process Management (Gestao de Processos) exibe o espaco em disco disponivel, o espaco utilizado
no CE e no C:\ e o status das execucdes que estao utilizando espaco em disco. As colunas Run Date (Data
da execucéao) e Run Name (Nome da execucéao) identificam cada execucgao. As colunas Run Status (Status
de execugao), BaseSpace e Network (Rede) mostram o status de cada processo para uma execugao.

Tabela 3 icones de status da gestdo de processos

Processo icone Descricao
Status de S A execugao esta em andamento.
execugao .
Running
o A execugao concluiu o sequenciamento.
Complete
Rede P Os arquivos estédo sendo copiados para a pasta de saida na rede.
Copying
o Todos os arquivos foram copiados para a pasta de saida na rede.
Complete

N&o aplicavel porque a execugao nao esta configurada para fazer o upload para uma

N/A pasta de saida na rede ou o status de upload é desconhecido.
Para solucionar problemas, consulte Solugdo de problemas de gestdo de processos na
pagina 68.
BaseSpace Mo Os arquivos estao sendo carregados para o BaseSpace Sequence Hub.
Uploading
o Todos os arquivos foram enviados para o BaseSpace Sequence Hub.
Complete

Nao aplicavel porque a execugao nao esta configurada para fazer upload para o

N/A BaseSpace Sequence Hub ou o status de upload é desconhecido.
Para solucionar problemas, consulte Solu¢cdo de problemas de gestao de processos na
pagina 68.

Antes do inicio da execucao de uma lamina de fluxo, devem ser atendidos os requisitos minimos de espaco
do CE e C:\.

|£ y  OBSERVAGAO
' Para execucodes de lamina de fluxo Unica, os requisitos minimos de espaco sao a metade dos mostrados na
tabela a seguir.
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Tabela 4 Requisitos minimos de espaco para CE e C:\ para execugdes de laminas de

fluxo duplas
Lamina de Espago .do CE por Espaco de C:\ por par de lamina de fluxo
fluxo ciclo
SP 0,5GB 5GB
S1 1,35 GB 20 GB
S2 2,7 GB 20 GB
S4 4,3 GB 40 GB

Para calcular o espaco total exigido no CE para a execucao, multiplique o valor abaixo de "Espaco do CE por
ciclo" pela soma dos valores de duracéo da Leitura 1, Leitura 2, indice 1 e ndice 2 (consulte Digitar
parametros de execucao na pagina 55). Por exemplo, para um ciclo 150 do tipo paired-end, execucao com
lamina de fluxo S4 dupla com ambas as bases de 8 indices longas, o espaco necessariono CE é (151 2 + 8
*2)*4,3=1,37 Tb.

Para obter informacdes sobre a limpeza do disco rigido, consulte Excluir a execucdo na pagina 59.
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A execucéao no NovaSeq 6000 exige um kit de reagentes NovaSeq 6000. O fluxo de trabalho do NovaSeq Xp
também exige um kit NovaSeq Xp. Esses kits estao disponiveis nas seguintes configuragoes.

Selecione o tamanho adequado do kit para seu projeto experimental. A lllumina recomenda o uso de kits de
500 ciclos somente para duracdes de execucao superiores a 300 ciclos.

Para obter uma lista completa dos itens necessarios para uma execugao, consulte Materiais de consumo e
equipamentos fornecidos pelo usuario na pagina 26.

Tabela 5 Configuracdes do kit

Nome do kit N.° do catalogo Illumina
Kit de reagentes S4 NovaSeq 6000 (300 ciclos) 20012866
Kit de reagentes S4 NovaSeq 6000 (200 ciclos) 20027466
Kit de reagentes S2 NovaSeq 6000 (300 ciclos) 20012860
Kit de reagentes S2 NovaSeq 6000 (200 ciclos) 20012861
Kit de reagentes S2 NovaSeq 6000 (100 ciclos) 20012862
Kit de reagentes S1 NovaSeq 6000 (300 ciclos) 20012863
Kit de reagentes S1 NovaSeq 6000 (200 ciclos) 20012864
Kit de reagentes S1 NovaSeq 6000 (100 ciclos) 20012865
Kit de reagentes SP NovaSeq 6000 (500 ciclos) 20029137
Kit de reagentes SP NovaSeq 6000 (300 ciclos) 20027465
Kit de reagentes SP NovaSeq 6000 (100 ciclos) 20027464
Kit NovaSeq Xp com 2 cavidades 20021664
Kit NovaSeq Xp com 4 cavidades 20021665

Identificacao de compatibilidade

Para identificar os componentes compativeis do kit, as laminas de fluxo e os cartuchos sao etiquetados com
simbolos que apresentam o modo do kit: SP, S1, S2 ou S4. Os coletores NovaSeq Xp tém suporte para
varios modos e sao identificados com 2 cavidades (para laminas de fluxo SP, S1 e S2) ou 4 cavidades (para
laminas de fluxo S4).

Os componentes com modos diferentes ndo podem ser usados na mesma execucao. Por exemplo, nao
combine cartuchos S1 com uma lamina de fluxo S2.
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Modo do kit

Componentes
do kit SP

Componentes
do kit S1

Componentes
do kit S2

Componentes
do kit S4

Marcagao
no rétulo

Heé

@

Descricao

A lamina de fluxo SP gera 650 a 800 bilhdes de leituras Unicas que passam pelo filtro
com producao de até 250 Gb a 2 x 150 bp e producéo de até 400 Gb a 2 x 250 bp.

A lamina de fluxo S1 gera até 1,6 bilhdo de leituras Unicas que passam pelo filtro com
producéo de até 500 Gb a 2 x 150 bp. O kit S1 oferece o sequenciamento rapido de
menos amostras para as aplicacdes de mais alto rendimento.

A lamina de fluxo S2 gera até 4,1 bilhdes de leituras Unicas que passam pelo filtro com
producéo de até 1250 Gb a 2 x 150 bp. A lamina de fluxo S2 oferece sequenciamento
rapido para a maioria das aplicagdes de alto rendimento, com um nuimero maior de
leituras que uma lamina de fluxo S1 para mais saida de sequenciamento.

A lamina de fluxo S4 gera até 10 bilhdes de leituras Unicas que passam pelo filtro com
producéo de até 3000 Gb a 2 x 150 bp. E uma versao de 4 cavidades da lamina de fluxo,
projetada para a saida maxima. Ela possibilita um sequenciamento econdmico de
genoma completo em uma variedade de espécies e profundidades de cobertura.

A pagina do produto dos kits de reagentes NovaSeq no site da lllumina oferece especificacdes detalhadas

de cada modo.

Cada kit de reagentes NovaSeq 6000 contém os seguintes componentes. Cada componente usa
identificacao por radiofrequéncia (RFID) para obter compatibilidade e um rastreamento de materiais de
CONSUMO Preciso.

Quando receber seu kit, armazene prontamente os componentes na temperatura indicada para assegurar o
desempenho apropriado.

Tabela6 Componentes do kit

Quantidade
1
;
1

| —

CUIDADO
Evite deixar cair os cartuchos. Podem ocorrer danos, se eles cairem. Pode ocorrer irritacéo na pele se os

Componente do kit Temperatura de armazenamento
Tubo da biblioteca 156°C a30°C

Lamina de fluxo 2°Cag8°C

Cartucho de tampéao 15°C a30°C

Cartucho de cluster -25°C a-15°C

Cartucho de SBS -26°Ca-156°C

reagentes vazarem dos cartuchos. Inspecione os cartuchos quanto a rachaduras, antes de usar.

Tubo da biblioteca

O tubo da biblioteca NovaSeq 6000 é um tubo de 16 mm que se encaixa na posicao n.° 8 do cartucho de
cluster. A posicao n.° 8 é rotulada Library Tube (Tubo da biblioteca) e exibe um circulo laranja para facilitar a
identificacao. O tubo tem uma tampa com rosca que permite o armazenamento de bibliotecas quando for
necessario. Assegure-se de que a tampa tenha sido removida antes de carregar no cartucho de cluster.
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Figura4 Tubo da biblioteca
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O tubo da biblioteca pode ser usado de duas formas, dependendo do fluxo de trabalho:

Padrdo — Bibliotecas agrupadas e desnaturadas sao adicionadas ao tubo da biblioteca, que é entao
carregado destampado no cartucho de cluster. Depois do inicio da execucao, o instrumento mistura as
bibliotecas com reagentes ExAmp no tubo da biblioteca, que depois séo transferidos automaticamente
para a lamina de fluxo.

NovaSeq Xp — O tubo da biblioteca vazio e destampado é carregado no cartucho de cluster. Durante a
execucao, os reagentes sao misturados no tubo da biblioteca antes da distribuicéo para a lamina de
fluxo.

Lamina de fluxo

A lamina de fluxo do NovaSeq 6000 é uma lamina de fluxo padronizada, revestida por um cartucho. A lamina
de fluxo € um substrato com base em vidro que contém bilhdes de nanowells em um arranjo ordenado,
aumentando o numero de leituras de saida e os dados de sequenciamento. Os clusters sao gerados nos
nanowells, nos quais é, entao, realizado o sequenciamento.

Cada lamina de fluxo tem varias cavidades para fazer o sequenciamento de bibliotecas em pool. As laminas
de fluxo SP, S1 e S2 tém duas cavidades cada uma, e a lamina de fluxo S4 tem quatro. Cada cavidade é
captada em varios feixes e, em seguida, o software divide a imagem de cada feixe em porgdes menores
chamadas de blocos. Para obter mais informacdes, consulte Blocos da lamina de fluxo na pagina 72.

|£ y  OBSERVACAO
" Se vocé estiver usando uma lamina de fluxo S1, certifique-se de usar o NVCS v1.3.1 ou posterior. Se vocé
estiver usando uma lamina de fluxo SP, certifique-se de usar o NVCS v1.6 ou posterior.
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Figura5 Laminas de fluxo
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A Cartucho da lamina de fluxo

B Lamina de fluxo de quatro cavidades (S4)
C Lamina de fluxo de duas cavidades (SP, S1 e S2)

O lado inferior de cada lamina de fluxo tem quatro juntas. As bibliotecas e os reagentes entram nas
cavidades da lamina de fluxo pelas juntas, na extremidade de entrada da lamina de fluxo. Os reagentes
usados sao expelidos das cavidades por juntas localizadas na extremidade de saida.

r' y»  OBSERVAGAO
" Evite tocar nas juntas ao manusear a lamina de fluxo.

Figura 6 Lamina de fluxo invertida

A Extremidade de saida
B Extremidade de entrada
C Junta (uma de quatro)

Cartuchos de tampao, de cluster e de SBS

Os cartuchos de tampao, de cluster e de SBS do NovaSeq 6000 tém reservatérios com selo de aluminio pré-
carregados com reagentes, tampdes e solucao de limpeza. Um de cada tipo de cartucho € incluido no kit de
reagentes.

Os cartuchos séo carregados diretamente no instrumento, codificados por cores e rotulados para reduzir 0os
erros de carregamento. As guias no refrigerador do reagente e as gavetas de tampao garantem a orientagao
adequada.

A etiqueta do cartucho inclui os modos suportados, como S1/S2 ou SP/S1/S2. Os cartuchos sé podem ser
usados para os modos indicados na etiqueta.
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Tabela 7 Cartuchos de reagentes

Cartucho Descricao

Cartucho de tampéao do NovaSeq  Pré-carregado com tampdes de sequenciamento e pesa até 6,8 kg (15 Ibs).

6000 Uma alca de plastico facilita o transporte, o carregamento e o descarregamento.
Reentrancias na parte superior da chapa permitem que os cartuchos sejam
empilhados.

Cartucho de cluster do NovaSeq Pré-carregado com reagentes de clusterizacéo, indexagao, do tipo paired-end e
6000 também com solucéo de limpeza. Contém uma posicao designada para o tubo da
biblioteca. A rotulagem cor de laranja distingue o cartucho de cluster do cartucho

N de SBS.

Cartucho de SBS do NovaSeq Pré-carregado com reagentes de sequenciamento em volumes especificos para o
6000 numero de ciclos que o kit suporta (500, 300, 200 ou 100). Cada uma das trés

\ posicoes de reagente tem uma posicao adjacente reservada para a limpeza
automatica apds a execugao. A rotulagem cinza diferencia o cartucho de SBS do

cartucho de cluster.

Reservatorios de cartuchos de cluster

Reservatorio removivel

Um reagente de desnaturacao na posicao 30 contém formamida, que € uma amida organica e uma toxina
reprodutiva. Para facilitar a eliminacéo segura de qualquer reagente néo utilizado apds a execucao de
sequenciamento, esse reservatorio é removivel.

rf OBSERVACAO
" Nao empilhe o cartucho de SBS na parte superior do cartucho de cluster, que pode soltar a posicao n.° 30.

Reservatorios reservados

Trés reservatdrios sao dedicados para primers personalizados e uma posicao vazia € dedicada para o tubo
da biblioteca. Para rastreabilidade de amostra, o tubo da biblioteca é carregado no cartucho de cluster
durante a configuracao de execucao e permanece com o cartucho até o final da execucao.
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Figura7 Reservatérios numerados
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5 6e7 Primers personalizados opcionais

8 Tubo da biblioteca

Para obter mais informacdes sobre primers personalizados, consulte o Guia de primers personalizados da
série NovaSeq (documento n.° 1000000022266).

Cada kit NovaSeq Xp € de uso unico e contém os seguintes componentes. Quando receber seu Kit,
armazene prontamente os componentes na temperatura indicada para assegurar o desempenho
apropriado.

Tabela 8 Componentes do kit NovaSeq Xp

Quantidade Componente do kit Temperatura de armazenamento

1 DPX1 -256°Ca-15°C

1 DPX2 -256°Ca-15°C

1 DPX3 -256°Ca-15°C

1 Coletor NovaSeq Xp Deixe com o kit ou armazene a temperatura ambiente.

Reagentes DPX1, DPX2 e DPX3

DPX1, DPX2 e DPX3 sao reagentes ExAmp fornecidos em tubos individuais para o fluxo de trabalho do
NovaSeq Xp. A combinacéao desses reagentes cria a mistura master de ExAmp que é misturada com pools
de biblioteca antes de carregar na lamina de fluxo.

Coletor NovaSeq Xp

O coletor NovaSeq Xp € colocado na plataforma da lamina de fluxo NovaSeq Xp para habilitar o
carregamento direto dos pools de biblioteca nas cavidades individuais da lamina de fluxo. Os bragos, em
cada lado do coletor NovaSeq Xp, sao projetados para a facil colocacao na plataforma.
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Os coletores NovaSeq Xp sao fornecidos em configuracdes de dois e quatro pogos para corresponder as
laminas de fluxo de duas e quatro cavidades. Cada pog¢o corresponde a uma cavidade da lamina de fluxo.
Como a lamina de fluxo é carregada na plataforma da lamina de fluxo NovaSeq Xp ao contrario, os pogos
sao numerados da direita para a esquerda para corresponder a numeracao das cavidades em uma lamina
de fluxo invertida.

Figura 8 Coletores NovaSeq Xp com pocos numerados

| 1 N

A plataforma para laminas de fluxo NovaSeq Xp € um acessorio que pode ser reutilizado para carregamento
de bibliotecas diretamente em uma lamina de fluxo. A lamina de fluxo € invertida e carregada na plataforma e
o coletor NovaSeq Xp € encaixado sobre a lamina de fluxo.

Duas protuberancias (abaixo do suporte) e duas molas guiam a insercao da lamina de fluxo e garantem a
orientacao adequada. As incisdes fixam os bragcos do coletor NovaSeq Xp na orientacdo adequada e eles
ficam assentados uniformemente. Uma fixacao magnética gira 180° para fixar o coletor NovaSeq Xp sobre a
lamina de fluxo.

Figura9 Plataforma para laminas de fluxo NovaSeq Xp

Protuberancias (abaixo do suporte) para guiar o carregamento
Molas para alinhar a lamina de fluxo

Incisdes para fixar os bracos do coletor NovaSeq Xp

Fixacao para prender a lamina de fluxo e o coletor NovaSeq Xp

A
B
C
D
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Atabela a seguir descreve os simbolos localizados no material de consumo ou na embalagem deste.

Simbolo

RUO

REF

LOT

Descricao

A data em que o material de consumo expira. Para obter um resultado melhor, use o

material de consumo antes dessa data.

Indica o fabricante (lllumina).

O uso previsto € uso restrito em pesquisa (URP).

Indica o numero da pec¢a para que o material de consumo possa ser identificado.!

Indica o codigo do lote para identificar o lote de fabricacdo do material de consumo.?

Indica o numero de série.

Indica que é necessaria protecéo contra luz ou calor. Armazene protegido da luz solar.

Indica um risco a saude.

Documento n.© 1000000019358 v11 PTB Material n.° 20023471
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Simbolo Descricao

Indica um alerta de perigo.

Faixa de temperatura de armazenamento em graus Celsius. Armazene o material de
consumo na faixa indicada.?

1 REF identifica o componente individual, enquanto LOT identifica o lote ao qual o componente pertence.

2 A temperatura de armazenamento pode ser diferente da temperatura de transporte.

Documento n.© 1000000019358 vi11 PTB Material n.°© 20023471
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Capitulo 3 Introducao

INiCiar O NS UM BN O
Definir CONfIQUIaG O S il
Materiais de consumo e equipamentos fornecidos Pelo USUArio . ... ... . . .

Iniciar o instrumento
1 Alterne o interruptor na parte traseira do instrumento para a posigéo | (on), ligado.

Figura10 Localizacao do interruptor

2 Aguarde até que o botéo de energia na lateral direita do instrumento brilhe em azul e, em seguida,

pressione-o.

Figura 11 Localizagdo do botédo de energia

Contas de usuarios

No NVCS v1.5 e nas versdes mais recentes, ha dois tipos de contas: administrador e usuario. As permissoes

para cada tipo sdo mostradas na seguinte tabela.

Permissoes Administrador Usuario

Configuragao, inicio, monitorar execucgoes de X X
sequenciamento

Fazer download e atualizar o software

Consultar o status da execucao ativa iniciada por outro
usuario

Encerrar processo de UCS sem resposta X

Arquivos de dados do aplicativo sao armazenados em C:/ProgramData. Os aplicativos sdo instalados em

C:/Program Files. O NVCS ¢ iniciado como um aplicativo de tela cheia para ambos os tipos de contas.

Documento n.® 1000000019358 v11 PTB Material n.° 20023471
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Login no sistema

1 Quando o sistema operacional for carregado, faca logon no Windows usando o nome de usuario e a
senha de seu site.

2 AbraoNVCS.
O software ¢é iniciado e inicializa o sistema. Quando a inicializac&o for concluida, a tela Home (Inicio) sera
exibida.

O NVCS ¢ iniciado como um aplicativo de usuario. Se vocé tentar usar um recurso que exija permissoes de
administrador, como o Software Update, e vocé nao fez login como administrador, sera avisado para fazer
login como administrador.

Para ficar informado sobre o0 progresso de uma execucao de sequenciamento, permanecga conectado
enquanto o NVCS estiver em execucao e enquanto um sequenciamento estiver em andamento.

O NVCS contém configuragdes para o seguinte:
Modo de execucao (manual ou com base em arquivo)
Fluxo de trabalho do NovaSeq Xp
BaseSpace Sequence Hub
Atualizacbes de software
'“rg-_ OBSERVACAO
Antes de configurar a Selegao de fluxo de trabalho ou as Verificagbes automaticas para atualizagées do
software, certifique-se de que a Selecao de modo tenha sido configurada.

Modos de configuracao de execucao

Manual: o modo padrao que envia dados a uma pasta de saida especificada para analise posterior.

File-Based (Com base em arquivo): um modo alternativo que usa arquivos do BaseSpace Clarity LIMS ou
de outro sistema LIMS para definir parametros de execugao. Para obter mais informacdes, consulte
Configurar a saida do LIMS na pagina 23.

Ao configurar o modo de configuracao de execugao, certifique-se de especificar um local existente para a
pasta de configuracéo de execugao. Essa pasta € obrigatoria. Uma mensagem de local invalido indica que o
local especificado n&o existe.

Os dois modos de configuragao de execugao contém a opgao de enviar dados ao BaseSpace Sequence
Hub para anélise.

Configurar o modo manual

1 No menu principal, selecione Settings (Configuracdes).
A tela Settings (Configuracdes) é aberta na guia Mode Selection (Selecao de modo).
2 Selecione Manual.

3 [Opcional] Digite ou procure um local de rede preferencial para a pasta de saida.
Nao especifique um local nas unidades C:\, D:\ ou Z:\. Isso provoca um erro de unidade invalida.
Esta configuracao € o local padrao. O local da pasta de saida pode ser alterado para cada execucéo.
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4

5

[Opcional] Selecione Send Instrument Performance Data to lllumina (Enviar dados de desempenho do
instrumento a lllumina) para habilitar o servico de monitoramento lllumina Proactive. O nome da
configuracao na interface do software pode ser diferente do nome deste guia, dependendo da versao
do NVCS em uso.
Com esta configuracéo ativada, os dados de desempenho do instrumento sao enviados a lllumina.
Esses dados ajudam a lllumina a resolver problemas com mais facilidade e detectar possiveis falhas,
possibilitando a manutencao proativa e maximizando o tempo de atividade do instrumento. Para obter
mais informagdes sobre os beneficios desse servico, consulte a Nota técnica do lllumina Proactive
(documento n.° 7000000052503).
Esse servigo:

Nao envia dados de sequenciamento

Exige que o instrumento esteja conectado a uma rede com acesso a Internet

E ativado por padrdo. Para cancelar esse servigo, desabilite a configuracdo Send Instrument

Performance Data to lllumina (Enviar dados de desempenho do instrumento a lllumina).

Selecione Save (Salvar).

Configurar modo com base em arquivo

1

Documenton.® 1000000019358 v11 PTB Material n.© 20023471

No menu principal, selecione Settings (Configuragoes).
A tela Settings (Configuracdes) € aberta na guia Mode Selection (Selecao de modo).

Selecione File-Based (Com base em arquivo).

Digite ou navegue até um local de rede desejado para definir a pasta de configuracao da execucao, que
contém arquivos LIMS.

Certifique-se de que os arquivos LIMS apropriados foram adicionados a pasta de configuracéo da
execugao antes de configurar uma execugao. Durante a configuragéo da execucao, o software usa a
identificacao de tubo da biblioteca ou a identificacao da lamina de fluxo para localizar os arquivos para a
execugao atual.

[Opcional] Digite ou procure um local de rede preferencial para a pasta de saida.
Nao especifique um local nas unidades C:\, D:\ ou Z:\. Isso provoca um erro de unidade invalida.
O local da pasta de saida pode ser alterado para cada execucao.

[Opcional] Selecione Send Instrument Performance Data to lllumina (Enviar dados de desempenho do
instrumento a lllumina) para habilitar o servico de monitoramento lllumina Proactive. O nome da
configuragao na interface do software pode ser diferente do nome deste guia, dependendo da versao
do NVCS em uso.
Com esta configuracao ativada, os dados de desempenho do instrumento séo enviados a lllumina.
Esses dados ajudam a lllumina a resolver problemas com mais facilidade e detectar possiveis falhas,
possibilitando a manutengao proativa e maximizando o tempo de atividade do instrumento. Para obter
mais informacdes sobre os beneficios desse servico, consulte a Nota técnica do Illlumina Proactive
(documento n.° 7000000052503).
Esse servico:

Nao envia dados de sequenciamento

Exige que o instrumento esteja conectado a uma rede com acesso a Internet

E ativado por padréo. Para cancelar esse servico, desabilite a configuragao Send Instrument

Performance Data to lllumina (Enviar dados de desempenho do instrumento a lllumina).
Quando ativada, essa op¢ao requer uma conexao de internet externa.

Selecione Save (Salvar).

Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Configurar a saida do LIMS

Se 0 seu sistema estiver configurado para o modo baseado em arquivos e vocé estiver usando o software
LIMS diferente do BaseSpace Clarity LIMS, configure o LIMS para gerar um arquivo de configuracao de
execucgao no formato *.json. Para o fluxo de trabalho Padrao, o nome do arquivo deve corresponder a
identificacao do tubo da biblioteca. O campo de identificacao da lamina de fluxo do arquivo pode ser
deixado em branco. Para o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp, o0 nome do arquivo deve corresponder a
identificacao da lamina de fluxo e tanto esta como a identificacao da biblioteca devem ser especificadas no
arquivo. O nome do arquivo e o0s valores nao diferenciam maildsculas de minusculas.

O software externo LIMS pode usar a API LIMS do NovaSeq para interagir com o NovaSeq 6000. Entre em
contato com o suporte técnico da lllumina para obter mais informacdes sobre os pontos finais da API.

Nome do campo

Valor

run_name

Um nome de execucgao preferencial, que pode conter caracteres alfanuméricos,
hifens e sublinhados

run_mode

Um dos seguintes modos:

. SP
.S
.52
. S4

Nolndex, Singlelndex ou Duallndex
O RFID do tubo da biblioteca

workflow_type

librarytube_ID

rehyb* Verdadeiro ou falso

sample_loading_type NovaSeqStandard ou NovaSegXp

Flowcell_ID A identificagao da lamina de fluxo
paired_end Verdadeiro ou falso

readl Um valor até 251

read2 Um valor até 251

index_read1 Qualquer valor

index_read?2 Qualquer valor

O caminho para a pasta de saida com duas barras invertidas para uma
sequéncia de escape

output_folder

O caminho para uma planilha de amostras ou outro arquivo no formato *.csv
com duas barras invertidas para uma sequéncia de escape

samplesheet

use_basespace Verdadeiro ou falso

basespace_mode RunMonitoringOnly ou RunMonitoringAndStorage

use_custom_read1_primer Verdadeiro ou falso

use_custom_read2_primer Verdadeiro ou falso

use_custom_index_read1_primer Verdadeiro ou falso

* A nova hibridizagdo nao esta disponivel no NVCS v1.4.0 ou anterior.

Exemplo * arquivo .json nomeado H6655DMXX . json:

{

"run name": "2x151 PhiX",

"run mode": "S2",

"workflow type": "NoIndex",

"sample loading type": "NovaSegXp",
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"librarytube ID": "NV1236655-LIB", "flowcell ID": "H6655DMXX",
"rehyb": false,

"paired end": true,

"readl": 151,

"read2": 151,

"index readl": O,

"index read2": O,

"output folder": "\\\\sgnt-prd-isi01l\\NovaSEQ\\SeqRuns",
"attachment": "\\\\sgnt-prd-isi0I1\\NVSQ\\SampleSheet.csv",
"use basespace": false,

"basespace mode": null,

"use custom readl primer": false,

"use custom read2 primer": false,

"use custom index readl primer": false

}

Configurar ciclos de indice padrao

Vocé pode configurar o nimero padrao de ciclos de indice para o fluxo de trabalho padrao da seguinte
forma.

1

4

No menu principal, selecione Settings (Configuracoes).
A tela Settings (Configuracdes) € aberta na guia Mode Selection (Selecao de modo).

Selecione a guia Workflow Selection (Selegéo do fluxo de trabalho).
Insira 0 nimero de ciclos de indice na caixa de texto Index Cycles (Ciclos de indice).

Selecione Save (Salvar).

Fluxos de trabalho do NovaSeq Padrao e do NovaSeq Xp

Os fluxos de trabalho do NovaSeq Padréao e do NovaSeq Xp usam a quimica ExAmp, de propriedade da
lllumina.

Fluxo de trabalho Padrao

O fluxo de trabalho do NovaSeq Padrao automatiza duas etapas essenciais da quimica de cluster
ExAmp de propriedade da lllumina, dentro do aparelho do instrumento.

Preparacao da mistura master de ExAmp
Distribuicdo da mistura master na lamina de fluxo

A preparacao dentro do aparelho e a distribuicao da mistura master minimizam a interacao do usuario e
reduzem a variabilidade na mistura preparada.

Como parte da configuracao de execucao para o fluxo de trabalho Padrao, um tubo de biblioteca
contendo o pool de biblioteca desnaturado e neutralizado a concentracéo recomendada € inserido na
posicao n.° 8 do cartucho de cluster. Depois de iniciar a execucao, as etapas subsequentes ocorrem
dentro do aparelho do instrumento e ndo exigem interagcao do usuario. Isso abrange a transferéncia dos
reagentes ExAmp do cartucho de cluster para o tubo de biblioteca, a preparacao dos reagentes € a
mistura do pool de biblioteca e a distribuicdo da mistura preparada para todas as cavidades da lamina
de fluxo.
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Depois da clusterizacao dentro do aparelho, € realizada uma série de etapas comuns a ambos os fluxos
de trabalho. Essas etapas abrangem a aplicacéao de uma mistura de condicionamento a lamina de fluxo
com clusterizacao e outras etapas de quimica para preparar os clusters para 0 sequenciamento por
sintese. A mistura de condicionamento é preparada durante o processo de clusterizacdo com o uso de
reagentes no cartucho de cluster e o tubo de biblioteca inserido durante a configuracéo da execugcéo. A
mistura de condicionamento ajuda a aumentar a eficiéncia da clusterizacao no instrumento NovaSeq.

Fluxo de trabalho do NovaSeq Xp

O fluxo de trabalho do NovaSeq Xp habilita a carga de bibliotecas diferentes ou pools de bibliotecas em
cavidades individuais da plataforma da lamina de fluxo NovaSeq Xp e um kit de material de consumo
especifico para a lamina de fluxo (kit NovaSeq Xp com 2 cavidades ou kit NovaSeq Xp com 4
cavidades). O kit NovaSeq Xp contém reagentes ExXAmp, que sao necessarios para a clusterizacao e o
coletor NovaSeq Xp, que é necessario para a carga de cavidades.

A mistura de ExAmp/biblioteca é preparada e carregada em cavidades individuais da lamina de fluxo
com o uso da plataforma de lamina de fluxo NovaSeq Xp e do coletor NovaSeq Xp. Pode ser usado um
manipulador automatico de liquidos para a preparacao da mistura de ExAmp/biblioteca e a distribuicao
ao coletor para o autoenchimento da lamina de fluxo. Quando o carregamento da lamina de fluxo de
amostra estiver concluido, é inserido um tubo de biblioteca vazio na posicao n.° 8 do cartucho de
cluster, a lamina de fluxo é colocada no instrumento e a execucao do sequenciamento € iniciada.

Depois do inicio da execucao, é realizada uma série de etapas comuns a ambos os fluxos de trabalho.
Essas etapas abrangem a aplicagao de uma mistura de condicionamento a lamina de fluxo com
clusterizacao e outras etapas de quimica para preparar os clusters para o sequenciamento por sintese.
A mistura de condicionamento é preparada durante o processo de clusterizagao com o uso de
reagentes no cartucho de cluster e misturada no tubo de biblioteca vazio inserido durante a
configuragao da execugao. A mistura de condicionamento ajuda a aumentar a eficiéncia da clusterizacao
no instrumento NovaSeq.

Configurar fluxo de trabalho do NovaSeq Xp

1

4
5

No menu principal, selecione Settings (Configuragoes).
A tela Settings (Configuracdes) € aberta na guia Mode Selection (Selecao de modo).

Selecione a guia Workflow Selection (Selegao do fluxo de trabalho).

Para habilitar o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp, selecione Enable Workflow Selection (Habilitar selecéo
do fluxo de trabalho).

[Opcional] Para tornar o NovaSeq Xp o fluxo de trabalho padrao, selecione NovaSeq Xp.

Selecione Save (Salvar).

Configurar o BaseSpace Sequence Hub

Use as seguintes instrugdes para definir as configuragdes padrao do BaseSpace Sequence Hub. Durante a
configuracao da execuc¢ao, vocé pode desativar o BaseSpace Sequence Hub para a execuc¢ao atual ou
alterar as configuracdes do monitoramento de execucao e do armazenamento. A conexao com o
BaseSpace Sequence Hub requer uma conexao de internet.

1

No menu principal, selecione Settings (Configuragdes).
A tela Settings (Configuracdes) € aberta na guia Mode Selection (Selecao de modo).

Marqgue a caixa de selecao BaseSpace Sequence Hub.

Selecione uma opc¢ao de configuracao:
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Run Monitoring and Storage (Monitoramento de execucao e armazenamento): envia dados de
execucao para o BaseSpace Sequence Hub para monitoramento remoto e analise de dados.
Esta opcao requer o upload de uma planilha de amostras com a execucao.

Run Monitoring Only (Somente monitoramento de execucao): envia arquivos InterOp, arquivos de
registro e outros arquivos de execucao que nao sao CBCL para o BaseSpace Sequence Hub, de
modo que as execucdes possam ser monitoradas remotamente.

4 No menu suspenso Hosting Location (Local de host), selecione EU (Frankfurt) (UE, Frankfurt) ou USA (N.
Virginia) (EUA, Virginia do Norte).
Essa opcao determina onde os dados sé&o carregados.

5 Sevocé é um assinante do BaseSpace Enterprise:

a Marque a caixa de selecao Private Domain (Dominio privado).
b Digite 0o nome do dominio utilizado para inicio de sessao unico no BaseSpace Sequence Hub.

6 Selecione Save (Salvar).

Nome da planilha da amostra

Ao executar o NVCS v1.3.1 ou anterior, uma planilha de amostras usada para uma execugao do NovaSeq
6000 e com upload no BaseSpace Sequence Hub deve ser nomeada como SampleSheet.csv (coincidéncia
entre maiusculas e minusculas). Se a planilha de amostras for nomeada incorretamente e Run Monitoring and
Storage (Monitoramento de execucao e armazenamento) estiver ativado, o BaseSpace Sequence Hub
marca a execugao para revisao. Uma execucédo marcada para revisao pode ser colocada na fila para a
geragéo de FASTQ ao selecionar More (Mais) | Fix Sample Sheet and Requeue (Corrigir planilha de amostras
e recolocar na fila) e inserir a planilha de amostras apropriada. Até a planilha de amostras ser fornecida, os
dados de sequenciamento nao podem ser convertidos em arquivos FASTQ.

Se vocé estiver executando o NVCS v1.4 ou posterior, ndo havera limitacées nos nomes das planilhas de
amostras.

Se vocé estiver usando o software de conversao bcl2fastg2 v2.19 ou posterior para converter dados em
arquivos FASTQ localmente, € possivel usar a opgao de linha de comando --sample-sheet para
especificar qualquer arquivo CSV file em qualquer local. A linha de comando permite o uso de qualquer
nome de arquivo.

Configurar atualizacoes de software

A verificacao automatica de atualizacées de software esta ativada por padréo. Vocé pode desativar ou ativar
a verificacao automatica de atualizacdes em Settings (Configuracoes).

1 No menu principal, selecione Settings (Configuracdes).
2 Selecione Software Update (Atualizacao de software).

3 Marque a caixa de selecao If enabled, the instrument will display a notification when a Software Update is
available (Se estiver ativado, o instrumento exibira uma notificacao quando a atualizagao de software
estiver disponivel).

4 Selecione Save (Salvar).

Os seguintes materiais de consumo e equipamentos fornecidos pelo usuario sédo usados para preparagao do
material de consumo, sequenciamento e manutencao do sistema.
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Materiais de consumo

Material de consumo

Fornecedor

Finalidade

1 N NaOH

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratoério

Diluicédo a 0,2 N para a desnaturacao de
bibliotecas.

10 mM de Tris-HCI, pH 8,5

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratério

Diluicao de bibliotecas e um controle de PhiX
opcional antes da desnaturacao.

400 mM de Tris-HCI, pH 8,0

Formecedor de itens de uso
comum do laboratério

Neutralizagao de bibliotecas e um controle de
PhiX opcional apds a desnaturacgéo.

Frasco de centrifuga, 500 ml

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratério

Diluicao de Tween 20 para uma limpeza de
manutencao.

Tubo de centrifuga, 30 ml

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratoério

Diluicdo de NaOCI para uma limpeza de
manutencao.

Luvas descartaveis, sem poé

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratério

Uso geral.

Compressas com alcool
isopropilico 70%

ou

Compressas com alcool etanol
70%

VWR, n.°do catalogo 95041-
714 ou equivalente
Fornecedor de itens de uso
comum do laboratoério

Componentes de limpeza antes de uma
execucao e finalidade geral.

Lengo para laboratério com
poucos fiapos

VWR, n.°do catalogo 21905-
026 ou equivalente

Secagem do estagio da lamina de fluxo e para
finalidade geral.

Tubo de microcentrifuga, 1,5 ml

VWR, n.° do catalogo 20170-
038 ou equivalente

Combinacao de volumes ao diluir NaOH e
bibliotecas.

NaOCl, 5%

Sigma-Aldrich, n.° do catalogo
239305

Realizacao de uma limpeza de manutencao.

Kit de reagentes NovaSeq 6000

lllumina, consulte Visdo geral
dos kits na pagina 11 para obter
0s numeros de catalogo

Realizacao de uma execugao de
sequenciamento.

Pontas de pipeta, 20 pl

Formecedor de itens de uso
comum do laboratério

Pipetagem para diluicao e carregamento de
bibliotecas.

Pontas de pipeta, 200 pl

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratério

Pipetagem para diluicao e carregamento de
bibliotecas.

Pontas de pipeta, 1000 pl

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratoério

Pipetagem para diluicao e carregamento de
bibliotecas.

Alcool isopropilico reagente ou
de grau espectrofotométrico
(99%), frasco de 100 ml

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratoério

Limpeza dos componentes dpticos

periodicamente e apoio ao cartucho de limpeza

da objetiva.

Tween 20

Sigma-Aldrich, n.° do catalogo
P7949

Realizacao de uma limpeza de manutencgao.

Agua aprovada para uso em
laboratdrio
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Formecedor de itens de uso
comum do laboratério

Diluicao de NaOH para a desnaturacao de
bibliotecas.

Diluicao de Tween 20 e de hipoclorito de sodio
para uma limpeza de manutengao.

Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagnéstico.
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Material de consumo

[Fluxo de trabalho do NovaSeq

Xp] Um dos seguintes kits:

e Kit NovaSeq Xp com 2
cavidades

e Kit NovaSeq Xp com 4
cavidades

[Fluxo de trabalho do NovaSeq
Xp] Tubos de 0,5 mle 1,7 ml

[Fluxo de trabalho do NovaSeq

Xp] [Opcional] Um dos seguintes

conjuntos do coletor:

e Conjunto do coletor de duas
cavidades do NovaSeq Xp

e Conjunto do coletor de quatro
cavidades do NovaSeq Xp

[Opcional] Controle de PhiX v3

Fornecedor
lllumina:

e N.° do catalogo 20021664
e N.° do catalogo 20021665

Fornecedor de itens de uso
comum do laboratdério

lllumina:

e N.° do catalogo 20021666
e N.° do catalogo 20021667

lllumina, n.° do catalogo FC-
110-3001

Materiais de consumo nos kits lllumina

E necessdrio um kit de reagentes NovaSeq 6000 para fazer o sequenciamento de uma lamina de fluxo. Cada
kit € formado por varios materiais de consumo, que estao relacionados na tabela a seguir. Para uma
execugao de lamina de fluxo dupla, use dois kits.

Finalidade

Carregar bibliotecas manualmente na lamina de
fluxo:

e Kit de duas cavidades para laminas de fluxo

SP, S1e 82
e Kit de quatro cavidades para laminas de fluxo

S4

Necessario para mistura de ExXAmp.

Coletores de reposicao do NovaSeq Xp para
carregamento manual de bibliotecas em uma
lamina de fluxo.

Fazer spike-in em um controle de PhiX.

Tabela 9 Materiais de consumo em um kit de reagentes NovaSeq 6000

Material de consumo (um de
cada)

Cartucho de tampéo

Cartucho de cluster

Lamina de fluxo

Cartucho de SBS
Tubo da biblioteca

Se vocé esta seguindo o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp para carregar bibliotecas diretamente na lamina
de fluxo, complemente cada kit de reagentes com um kit NovaSeq Xp. Cada kit NovaSeq Xp contém os

Finalidade

Fornece solugdes tampao de sequenciamento para a execugao.

Fornece reagentes de clusterizagao, indexacéao e do tipo paired-end

para a execucao.

A reacao de clusterizacdo e sequenciamento ocorre na lamina de

fluxo.

Fornece reagentes de sequenciamento para a execugao.

O tubo vazio que € usado para dar suporte a bibliotecas agrupadas
e desnaturadas (fornecidas pelo cliente) ou para preparar a mistura
de condicionamento que aumenta a eficiéncia de clusterizagéo do

sequenciamento.

seguintes materiais de consumo.

Tabela 10 Materiais de consumo em um kit NovaSeq Xp

Material de consumo (um de
cada)

DPX1
DPX2
DPX3
Coletor NovaSeq Xp
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Finalidade

Preparar a mistura master de ExAmp.

Carregar bibliotecas na lamina de fluxo.

Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Orientacdes para agua aprovada para uso em laboratorio

Utilize sempre agua aprovada para uso em laboratério ou agua desionizada para realizar procedimentos com

instrumentos. Nunca use agua da torneira. Utilize apenas os seguintes tipos de agua ou equivalentes:

Agua desionizada
lllumina PWA1

Agua de 18 Megaohms (MQ)

Agua Mili-Q
Agua Super-Q

Agua para biologia molecular

Equipamento

Item

Congelador, -25°C a -15°C
Cilindro graduado, 500 ml, estéril
Balde de gelo

Pipeta, 20 pl

Pipeta, 200 pl

Pipeta, 1000 pl

Refrigerador, 2°C a 8 °C

Banheira, banhos-maria*

[Fluxo de trabalho do NovaSeq Xp] Plataforma da lamina

de fluxo NovaSeq Xp

*Use uma banheira que possa acomodar dois cartuchos de reagentes e o nivel de agua apropriado. Por exemplo, (61 cm x 91,4 cm x 25,4 cm)(24

pol. x 36 pol. x 10 pol.).

Origem

Fornecedor de itens de uso comum
do laboratdrio

Fornecedor de itens de uso comum
do laboratorio

Fornecedor de itens de uso comum
do laboratério

Fornecedor de itens de uso comum
do laboratdrio

Fornecedor de itens de uso comum
do laboratorio

Fornecedor de itens de uso comum
do laboratorio

Fornecedor de itens de uso comum
do laboratério

Fornecedor de itens de uso comum
do laboratdrio

lllumina, n° do catalogo 20021663
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M OO il 30
OrientagBes da biblioteca ... .. . . 30
Descongelar os cartuchos de SBSe de cluster ... .. . 31
Esvaziar frascos de reagente USados ... .. 32
Preparar lamina Ae flUXO ... L 33
Agrupar e desnaturar as bibliotecas para 0 sequenciamento ... .. 33

Antes de iniciar a preparacao das amostras ou dos materiais de consumo, certifique-se de que a versao
NVCS satisfaz os requisitos minimos de software relacionados na tabela a seguir.

Tabela 11 Requisitos minimos de software

Lamina de fluxo Versado minima do software
SP 1,6
S 1.3.1
S2 Todos
S4 1.2.0

Verifique se vocé tem os equipamentos e 0s materiais de consumo necessarios. Consulte Materiais de
consumo e equipamentos fornecidos pelo usudrio na pagina 26.

Sempre verifique a etiqueta ao preparar materiais de consumo para garantir a compatibilidade entre os
componentes. Nao misture nem combine os componentes SP, S1, S2 e S4.

Siga as instrugdes na ordem mostrada, usando os volumes, concentracdes, temperaturas e duragdes
especificadas.

A menos que um ponto de parada esteja especificado nas instru¢des, prossiga imediatamente para a
etapa seguinte.

Todas as instrugdes aplicam-se a métodos de preparacao de biblioteca compativeis e presumem um
tamanho de insercao tipico para aplicagcdes NovaSeq 6000 compativeis.

Para obter melhores resultados, agrupe e desnature bibliotecas para sequenciamento imediato.

Dilua a biblioteca para uma concentracao de carga apropriada para a aplicacao. Uma concentracao de
carga muito baixa ou muito elevada tem um impacto negativo sobre a porcentagem de passagem de
clusters pelo filtro (% de PF). Uma baixa concentracao da biblioteca aumenta o sequenciamento de
duplicados. Uma concentracao excessivamente alta de bibliotecas diminui a % de PF.

A obtencao de uma % de PF ideal requer uma quantificacéo precisa da biblioteca e um controle de
qualidade adequado. Para obter recomendacdes, consulte a documentacéo do seu kit de preparagao
de bibliotecas.

Documento n.® 1000000019358 v11 PTB Material n.© 20023471 30
Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagndstico.



Guia do Sistema de Sequenciamento NovaSeq 6000

1 Se uma execucao de sequenciamento estiver em andamento, certifique-se de que ambos os lados do
instrumento estardo disponiveis quando o congelamento estiver concluido.

2 Remova os cartuchos de SBS e de cluster do armazenamento de -25°C a -15°C.

3 Cologue cada cartucho em um rack de descongelamento com fios.
Os racks séo fornecidos com o instrumento e evitam que ele vire no banho-maria.

Figura 12 Cartuchos em racks de descongelamento com fios

W
‘_4.,|\]///,/'

4 Descongele em banho-maria em temperatura ambiente (19 °C a 25 °C).
Mergulhe até a metade.

5 Use a seguinte tabela para determinar a duracéo do descongelamento.

CUIDADO

J O uso de agua quente para descongelar reagentes pode provocar degradacao da qualidade dos
dados ou falha na execugao.

Cartucho Duracédo do descongelamento

Cartucho de SBS SP, S1 e S2 4 horas

Cartucho de cluster SP, S1 e S2 Até 2 horas

Cartucho de SBS S4 4 horas

Cartucho de cluster S4 Até 4 horas

6 Seque bem as bases do cartucho usando toalhas de papel. Seque entre os po¢os para que toda a agua

seja removida.

7 Verifique se ha presenca de agua nos selos de aluminio. Se houver agua, seque com um tecido sem
fiapos

8 Inspecione o lado de baixo de cada cartucho para certificar-se de que os reservatorios estao livres de
gelo, o que indica que os reagentes estao descongelados.

9 Inverta cada cartucho dez vezes para misturar os reagentes.
10 Bata levemente a parte inferior de cada cartucho na bancada para reduzir as bolhas de ar.

11 Se os reagentes ndo puderem ser carregados no instrumento em até 4 horas, armazene de 2 °C a 8 °C
por até 24 horas.
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Use as seguintes instrugdes para esvaziar os frascos de reagente usados com cada execugao de
sequenciamento. Se seu sistema estiver configurado para encaminhar externamente os reagentes usados, o
frasco pequeno coletara reagentes usados e devera ser esvaziado em cada execucao de sequenciamento.
O frasco grande deve estar no lugar.

|

J

ADVERTENCIA

Esse conjunto de reagentes contém produtos quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer
ferimentos por meio de inalagéo, ingestéo e contato com a pele ou com os olhos. Use equipamento de
protecéo, incluindo protecéo para os olhos, luvas € jaleco, apropriado para risco de exposicdo. Manuseie 0s
reagentes usados como residuo quimico e descarte-os de acordo com as leis e regulamentagdes regionais,
nacionais e locais aplicaveis. Para obter mais informagdes ambientais, de saude e de seguranca, consulte a
SDS em support.ilumina.com/sds.html.

1 Remova e esvazie o frasco pequeno de reagente usado conforme as instrucdes a seguir.

a

(@)

Levante a alavanca e remova da alcova o frasco pequeno de reagente usado. Segure o frasco pelos
lados.

Remova a tampa com rosca do suporte da tampa na frente do frasco.

Sele a abertura do frasco com a tampa para evitar derramamentos.

Mantendo o conteudo separado do conteldo do outro frasco, descarte de acordo com as normas
aplicaveis.

Devolva o frasco destampado para a alcova e, em seguida, abaixe a alavanca. Guarde a tampa no
suporte da tampa.

2 Remova e esvazie o frasco grande de reagente usado conforme as instrucoes a seguir.

a Utilizando a alca superior, remova o frasco grande de reagente usado pelo lado esquerdo da gaveta
de tampéao.

b Remova a tampa com rosca do suporte da tampa na frente do frasco.

¢ Sele a abertura do frasco com a tampa com rosca para evitar derramamentos.

d Descarte o conteudo em conformidade com as normas aplicaveis. Segure ambas as al¢cas ao
esvaziar.

e Devolva o frasco destampado para a gaveta de tampao. Guarde a tampa no suporte da tampa.
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Figura 13 Devolver o frasco vazio

Cologue um novo par de luvas sem po para evitar contaminar a superficie do instrumento.
4 Feche a gaveta de tampao e, em seguida, feche as portas do compartimento de liquidos.

J ADVERTENCIA

J O nao esvaziamento dos frascos de reagente usados pode resultar em uma execucao encerrada e em
transbordamento, o que prejudica o instrumento e representa um risco de seguranca.

1 Retire um novo pacote da lamina de fluxo do armazenamento de 2 °C a 8 °C.

2 Separe o pacote da lamina de fluxo vedado por 10 a 15 minutos para permitir que a lamina de fluxo atinja
a temperatura ambiente.
Use a lamina de fluxo em até 12 horas apo6s a respectiva remocao do pacote.

Criar um pool de bibliotecas normalizadas

Use as seguintes instrucdes para normalizar bibliotecas na concentracdo apropriada e depois agrupe. As
bibliotecas sequenciadas na mesma lamina de fluxo devem ser combinadas em um unico pool normalizado.

1 Consulte a tabela a seguir para obter o nimero tipico de leituras e a complexidade recomendada por
aplicacao e tipo da lamina de fluxo.
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Tabela 12 Complexidade recomendada de pool de biblioteca

Aplicagao

Genomas humanos

Exomas

Transcriptomas

Tipo da lamina de

fluxo

SP
S1
s2
sS4
SP
S1
s2
sS4
SP
S1
s2
sS4

Normalizar as bibliotecas para o pool

Leituras do tipo paired-end
que passam pelo filtro por
lamina de fluxo (B)

1,3a1,6
2,6a3,2
6,6 a8,2
16 a 20
1,3a1,6
2,6a3,2
6,6 a8,2
16 a 20
1,3a1,6
2,6a3,2
6,6 a8,2
16 a 20

Bibliotecas por cavidade

~2
~4

1 Determine a concentracéo da biblioteca agrupada necessaria com base na concentragéo da carga final

desejada.

Consulte Concentracées de carga recomendadas na pagina 34.

Concentragao de carga final
(oM)
100
150
200
250
300
350
400
450
500

2 Normalize as bibliotecas para a concentragao da biblioteca agrupada desejada usando 10 mM de Tris-

HCI, pH 8,5.

Para obter ajuda ao diluir as bibliotecas na concentracéo apropriada, consulte o Pooling Calculator no

site da lllumina.

Concentragao da biblioteca

agrupada (nM)
0,50
0,75
1
1,25
1,50
1,75
2
2,25
2,50

Concentracdes de carga recomendadas

A concentracao de carga de DNA ideal depende do tipo de biblioteca e do tamanho de insercéo. A tabela a
seguir fornece as concentragcdes de carga de DNArecomendadas com base em bibliotecas da lllumina com

tamanhos de insergao < 450 bp. Carregue bibliotecas com tamanhos de insergdo menores na extremidade
inferior do intervalo recomendado. Para bibliotecas > 450 bp, podem ser necessarias concentracdes de

carga maiores.
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|L OBSERVAGAO

Para bibliotecas geradas a partir de métodos de preparacao de bibliotecas que nao pertencem a lllumina,

inicialmente talvez vocé precise realizar uma titulacao de seu tipo especffico de biblioteca para obter a

concentracao ideal de semeadura para render a melhor % de PF. Quando for determinada a concentracao

ideal de carregamento, ela devera ser aplicada em tipos idénticos de bibliotecas dai em diante.

Tabela 13 Concentragdes recomendadas para carregamento para fluxo de trabalho Padrao (verséo do
software 1.1 ou posterior)

Tow e B eiaes Concentracdo de carga final Concentracédo de carga agrupada
(pM) (nM)

PhiXt 250 1,25

Pool de bibliotecas de DNA PCR-free 175 a 350 0,875a1,75

Pool de bibliotecas de DNA PCR- 300 a 600 1,6a3,0

amplified

Uma célula? 250-500 1,25-2,5

1 Para uma execugao somente de PhiX.

2 Uma célula foi verificada somente quanto ao fluxo de trabalho Xp.

Se vocé tiver otimizado uma concentracao de carga final para HiSeq™ X, HiSeq™ 4000 ou HiSegq™ 3000,

use 1,5x dessa concentracao para o NovaSeq 6000. Por exemplo, se a sua concentracao de carga final
para HiSeq X for 200 pM, use 300 pM no NovaSeq 6000.

Agrupar bibliotecas normalizadas e adicionar um controle PhiX opcional

1 Combinar o volume apropriado de cada biblioteca normalizada em um novo tubo de microcentrifuga
para que produza um dos seguintes volumes finais:

Modo Volume final (pl)
SP/S1 100
S2 150
S4 310

Por exemplo, para um pool séxtuplo de bibliotecas e modo S2, combine 25 pl de cada biblioteca que foi

normalizada na mesma concentracao. Ou, para um pool quadruplo e modo S1, combine 25 pl de cada

biblioteca ndo desnaturada normalizada.
2 [Opcionall Armazene as bibliotecas ndo agrupadas restantes a uma temperatura de -25 °C a -15 °C.

3 [Opcional] Faca spike-in de 1% de PhiX nao desnaturado da seguinte forma.

a Dilua 10 nM de PhiX em 2,5 nM usando 10 mM de Tris-HCI, pH 8,5.

b Adicione o volume apropriado de PhiX 2,5 nM ndo desnaturado ao tubo do pool de bibliotecas nao

desnaturadas.

Modo PhiX 2,5 nM (upl) ndo desnaturado Pool de bibliotecas ndao desnaturadas (ul)

SP/S1 0,6 100
S2 0,9 150
S4 1,9 310
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Ao fazer spike-in em PhiX, 1% € a quantidade recomendada para bibliotecas bem equilibradas.
Bibliotecas de baixa diversidade podem exigir mais. Para usar um controle de PhiX com bibliotecas de
baixa diversidade, entre em contato com o suporte técnico da lllumina para obter orientacoes.

Preparar uma diluicao fresca de NaOH

Prepare uma diluicéo fresca de 0,2 N de NaOH para desnaturar bibliotecas para o sequenciamento.
Para evitar que pequenos erros de pipetagem afetem a concentracao final de NaOH, é preparado um

volume extra.

J CUIDADO

o E essencial usar 0,2 N de NaOH para o processo de desnaturagao. A desnaturacéo inadequada pode

reduzir o rendimento.

1 Combine os volumes a seguir em um tubo de microcentrifuga para diluir 1 N de NaOHem 0,2 N:

Tabela 14 Modo SP/S1/S2

Reagente fluxo (ul) fluxo (ul)
Agua aprovada para uso em 40 80
laboratorio

Armazene 1 N de NaOH 10 20

Volume para uma lamina de Volume para duas laminas de

Esses volumes resultam em 50 pl 0,2 N de NaOH para uma lamina de fluxo ou 100 pl 0,2 N de NaOH para

duas laminas de fluxo.
Tabela 15 Modo S4

LRI fluxo (ul) fluxo (ul)
Agua aprovada para uso em 80 160
laboratdrio

Armazene 1 N de NaOH 20 40

Esses volumes resultam em 100 pl 0,2 N de NaOH para uma lamina de fluxo ou 200 pl 0,2 N

de NaOH para duas laminas de fluxo.

2 Inverta varias vezes para misturar ou agite completamente. Mantenha o tubo tampado e use em até 12

horas.

Desnaturar pool de bibliotecas e controle de PhiX opcional

1 Adicione 0,2 N de NaOH ao tubo do pool de bibliotecas nao desnaturadas e PhiX opcional da seguinte

maneira.

Lamina de 0,2 N Pool de bibliotecas Volume resultante

fluxo de NaOH nao desnaturadas (ul)

SP/S1 25 100 125 pl ou 125,6 pl com
PhiX

S2 37 150 187 pl ou 187,9 pl com
PhiX

S4 77 310 387 ul ou 388,9 pl com
PhiX

2 Tampe e, em seguida, agite por um momento.

3 Centrifugue a 280 x g durante um minuto.
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10

Incube a temperatura ambiente durante 8 minutos para desnaturar.

Adicione 400 mM de Tris-HCI, pH 8,0 da seguinte forma, para neutralizar.

Modo 400 mM de Tris-HCI, pH 8,0 (ul) Volume resultante

SP/S1 25 150 pl ou 150,86 pl com PhiX
S2 38 225 pl ou 225,9 pl com PhiX
S4 78 465 pl ou 466,9 pl com PhiX

Tampe e, em seguida, agite por um momento.
Centrifugue a 280 x g durante um minuto.

Transfira o volume total da biblioteca desnaturada ou da biblioteca desnaturada e do PhiX para o tubo
da biblioteca fornecido com o kit de reagentes NovaSeq 6000.

Prossiga imediatamente para o carregamento do tubo da biblioteca no cartucho de cluster e para a
configuracao da execucao.

Os cartuchos de reagentes, incluindo o tubo da biblioteca, devem ser carregados no instrumento em até
30 minutos.

[Opcional] Se nao puder continuar imediatamente, tampe o tubo da biblioteca e armazene em -25 °C a -
15 °C durante 3 semanas, no maximo. Nao congele novamente depois de descongelado.

J CUIDADO

J Armazene 0 tubo da biblioteca somente se necessario. O armazenamento de longo prazo em -25 °C a
-15 °C pode aumentar duplicados, reduzindo o rendimento.

Preparar cartuchos de SBS e de cluster

1

3

Inspecione o lado de baixo de cada cartucho para certificar-se de que os reservatorios estao livres de
gelo, o que indica que os reagentes estdo descongelados.

Inverta cada cartucho dez vezes para misturar os reagentes.

Bata levemente a parte inferior de cada cartucho na bancada para reduzir as bolhas de ar.

Carregar tubo da biblioteca

1

Sem perturbar a biblioteca na parte inferior, insira 0 tubo da biblioteca destampado na posi¢cao do tubo
da biblioteca (n.° 8) do cartucho de cluster.

Figura 14 Tubo da biblioteca destampado carregado na posigéo n.° 8
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Resumo do fluxo de trabalno do NOVaSEO XD ..o 38
M OO il 39
OrientagBes da biblioteca ... .. . . 39
Descongelar os cartuchos de SBSe de cluster ... .. . 40
Esvaziar frascos de reagente USados ... il 41
Preparar lamina Ae flUXO ... L 42
Agrupar, desnaturar e carregar bibliotecas para o sequenciamento ... ... 42
Antes de iniciar a preparacao das amostras ou dos materiais de consumo, certifique-se de que a versao
NVCS satisfaz os requisitos minimos de software relacionados na tabela a seguir.
Tabela 16 Requisitos minimos de software
Lamina de fluxo Versao minima do software

SP 1.6

St 1.3.1

S2 Todos

S4 1.2.0
rf OBSERVACAO

" O NVCS tem suporte para inicio escalonado de novas execucdes. Consulte /nicio escalonado de execucdes
na pagina 58.

Certifique-se de concluir todas as etapas do fluxo de trabalho do NovaSeq Xp na ordem especificada.

rf OBSERVACAO
" As etapas 1 a5 podem ser concluidas em paralelo e devem ser concluidas antes de passar para a etapa 6.

—

Descongele os cartuchos de SBS e de cluster.
Esvazie os frascos de reagente usados.
Normalize as bibliotecas.

Agrupe as bibliotecas e adicione um controle PhiX opcional.

a A~ W N

Separe o0 pacote da lamina de fluxo vedado por 10 a 15 minutos para permitir que a lamina de fluxo atinja
a temperatura ambiente. Use a lamina de fluxo em até 12 horas apds a respectiva remocéo do pacote.

' § OBSERVACAO

Conclua as etapas 6 a 12 na ordem especificada.
Descongele os reagentes ExAmp.
Prepare uma diluicao fresca de NaOH.

Desnature e neutralize o pool de bibliotecas.

© 0 N O

Prepare a lamina de fluxo e a plataforma.
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10 Prepare a mistura master de ExXAmp.
11 Carregue a mistura de ExAmp/biblioteca na lamina de fluxo.

12 Carregue um tubo de biblioteca vazio na posi¢ao n.° 8 do cartucho de cluster.

Verifique se vocé tem os equipamentos e 0s materiais de consumo necessarios. Consulte Materiais de
consumo e equipamentos fornecidos pelo usudrio na pagina 26.

Verifique se o instrumento esta ligado e tem espaco suficiente de armazenamento para a execugao.
Consulte Gestdo de processos na pagina 9.

Verifique se a limpeza automatica apds a execucao em ambos os lados do instrumento esta concluida
antes de iniciar a etapa 6 do fluxo de trabalho (consulte Resumo do fluxo de trabalho do NovaSeq Xp na
pagina 38.

Sempre verifique a etiqueta ao preparar materiais de consumo para garantir a compatibilidade entre os

componentes. Nao misture os componentes SP, S1, S2 e S4 ou componentes de duas cavidades com
componentes de quatro cavidades em um lado do instrumento.

Siga as instrugdes na ordem mostrada, usando os volumes, as temperaturas e as duracdes
especificadas.

Quando né&o estiver misturando ativamente, coloque todos os reagentes e bibliotecas em gelo.

A menos que um ponto de parada esteja especificado nas instru¢des, prossiga imediatamente para a
etapa seguinte.

Para iniciar o sequenciamento com sucesso em uma lamina de fluxo de duas cavidades, ambas as
cavidades devem estar cheias. Para iniciar o sequenciamento com sucesso em uma lamina de fluxo de
quatro cavidades, uma cavidade pode estar parcialmente enchida ou vazia.

As causas mais comuns de variagdes nos resultados ao misturar os reagentes ExAmp manualmente sao
a distribuicao imprecisa dos volumes do componente EXAmp e mistura insuficiente. Nao misture
insuficientemente.

7 OBSERVAGAO
" Inicie a execucao de sequenciamento imediatamente apds o carregamento de bibliotecas na lamina de
fluxo, preferencialmente em até 30 minutos.

Todas as instrugdes aplicam-se a métodos de preparacao de biblioteca compativeis e presumem um
tamanho de insercao tipico para aplicagcdes NovaSeq 6000 compativeis.

Para obter melhores resultados, agrupe e desnature bibliotecas imediatamente antes do
seguenciamento.

Para o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp, nao prepare a mistura master de ExAmp até que esteja pronto
para fazer o sequenciamento.

Dilua a biblioteca para uma concentracao de carga apropriada para a aplicacao. Uma concentracao de
carga muito baixa ou muito elevada tem um impacto negativo sobre a porcentagem de passagem de
clusters pelo filtro (% de PF). Uma baixa concentracao da biblioteca aumenta o sequenciamento de
duplicados. Uma alta concentragéo da biblioteca pode diminuir a % de PF.
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A obtencado de uma % de PF ideal requer uma quantificacéo precisa da biblioteca e um controle de
qualidade adequado. Para obter recomendacdes, consulte a documentacao do seu kit de preparacao
de bibliotecas.

Carregue um tubo de biblioteca vazio na posicao n.° 8 do cartucho de cluster antes de configurar a
execucgao de sequenciamento. O tubo de biblioteca vazio € usado para preparar a mistura de
condicionamento antes da distribuicao da lamina de fluxo. A mistura de condicionamento ajuda a
melhorar a eficiéncia de clusterizacéo para o sequenciamento.

1 Se uma execucao de sequenciamento estiver em andamento, certifique-se de que ambos os lados do
instrumento estarao disponiveis quando o congelamento estiver concluido.

2 Remova os cartuchos de SBS e de cluster do armazenamento de -25°C a -15 °C.

3 Cologue cada cartucho em um rack de descongelamento com fios.
Os racks sao fornecidos com o instrumento e evitam que ele vire no banho-maria.

Figura 15 Cartuchos em racks de descongelamento com fios

o

L .ll////’/

4 Descongele em banho-maria em temperatura ambiente (19 °C a 25 °C).
Mergulhe até a metade.

5 Use a seguinte tabela para determinar a duracéo do descongelamento.

CUIDADO

. O uso de agua quente para descongelar reagentes pode provocar degradacao da qualidade dos
dados ou falha na execucao.

Cartucho Duracédo do descongelamento

Cartucho de SBS SP, S1 e S2 4 horas

Cartucho de cluster SP, S1 e S2 Até 2 horas

Cartucho de SBS S4 4 horas

Cartucho de cluster S4 Até 4 horas

6 Seque bem as bases do cartucho usando toalhas de papel. Seque entre os po¢os para que toda a dgua
seja removida.

7 Verifique se ha presenca de agua nos selos de aluminio. Se houver agua, seque com um tecido sem
fiapos

8 Inspecione o lado de baixo de cada cartucho para certificar-se de que 0s reservatorios estao livres de
gelo, o que indica que 0s reagentes estao descongelados.
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9 Inverta cada cartucho dez vezes para misturar os reagentes.

10 Bata levemente a parte inferior de cada cartucho na bancada para reduzir as bolhas de ar.

11 Se os reagentes ndo puderem ser carregados no instrumento em até 4 horas, armazene de 2 °Ca 8 °C
por até 24 horas.

Use as seguintes instrugdes para esvaziar os frascos de reagente usados com cada execucao de
sequenciamento. Se seu sistema estiver configurado para encaminhar externamente os reagentes usados, o
frasco pequeno coletara reagentes usados e devera ser esvaziado em cada execucao de sequenciamento.
O frasco grande deve estar no lugar.

|

J

ADVERTENCIA

Esse conjunto de reagentes contém produtos quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer
ferimentos por meio de inalagéo, ingestéo e contato com a pele ou com os olhos. Use equipamento de
protecéo, incluindo protegéo para os olhos, luvas € jaleco, apropriado para risco de exposicdo. Manuseie 0s
reagentes usados como residuo quimico e descarte-os de acordo com as leis e regulamentagdes regionais,
nacionais e locais aplicaveis. Para obter mais informagdes ambientais, de salude e de seguranca, consulte a
SDS em support.ilumina.com/sds.html.

1 Remova e esvazie o frasco pequeno de reagente usado conforme as instrucdes a seguir.

a

(@)

Levante a alavanca e remova da alcova o frasco pequeno de reagente usado. Segure o frasco pelos
lados.

Remova a tampa com rosca do suporte da tampa na frente do frasco.

Sele a abertura do frasco com a tampa para evitar derramamentos.

Mantendo o conteudo separado do conteudo do outro frasco, descarte de acordo com as normas
aplicaveis.

Devolva o frasco destampado para a alcova e, em seguida, abaixe a alavanca. Guarde a tampa no
suporte da tampa.

2 Remova e esvazie o frasco grande de reagente usado conforme as instru¢oes a seguir.

a Utilizando a alca superior, remova o frasco grande de reagente usado pelo lado esquerdo da gaveta
de tampéao.

b Remova a tampa com rosca do suporte da tampa na frente do frasco.

¢ Sele a abertura do frasco com a tampa com rosca para evitar derramamentos.

d Descarte o conteudo em conformidade com as normas aplicaveis. Segure ambas as al¢cas ao
esvaziar.

e Devolva o frasco destampado para a gaveta de tampao. Guarde a tampa no suporte da tampa.
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Figura 16 Devolver o frasco vazio

Cologue um novo par de luvas sem po para evitar contaminar a superficie do instrumento.
4 Feche a gaveta de tampao e, em seguida, feche as portas do compartimento de liquidos.

J ADVERTENCIA

J O nao esvaziamento dos frascos de reagente usados pode resultar em uma execucao encerrada e em
transbordamento, o que prejudica o instrumento e representa um risco de seguranca.

1 Retire um novo pacote da lamina de fluxo do armazenamento de 2 °C a 8 °C.

2 Separe o pacote da lamina de fluxo vedado por 10 a 15 minutos para permitir que a lamina de fluxo atinja
a temperatura ambiente.
Use a lamina de fluxo em até 12 horas apo6s a respectiva remocao do pacote.

Descongelar os reagentes ExAmp
1 Remova um tubo de cada, DPX1, DPX2 e DPX3, do armazenamento de -25 °C a -15 °C.

2 Descongele em temperatura ambiente durante 10 minutos.

3 Reserve em gelo.

r' OBSERVACAO
" Se vocé precisar congelar os reagentes ExXAmp nao abertos novamente, faga isso imediatamente apds
descongela-los. Os reagentes ExXAmp podem ser congelados novamente apenas uma vez. Os reagentes
residuais nao podem ser congelados nem combinados.
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Criar um pool de bibliotecas normalizadas

Use as seguintes instrucdes para normalizar bibliotecas na concentracao apropriada e depois agrupe. As

bibliotecas sequenciadas na mesma cavidade devem ser combinadas em um unico pool. O volume total por

cavidade de cada pool normalizado € mostrado na seguinte tabela. Se o mesmo pool for sequenciado em
mais de uma cavidade, multiplique o valor da Tabela 17 pelo numero de cavidades.

Tabela 17 Volume total da biblioteca em pool

Volume total do pool por

Modo cavidade (ul)
SP/SH 18

S2 22

S4 30

Para o fluxo de trabalho Xp, a saida de dados € obtida para cada cavidade, em contraste com todas as
cavidades juntas para o fluxo de trabalho Padrao. Consequentemente, os pools de biblioteca do fluxo de
trabalho Xp contém menos bibliotecas, em comparacao com o fluxo de trabalho Padrao.

Consulte a tabela a seguir para obter o numero tipico de leituras e a complexidade recomendada por
aplicacao e tipo da lamina de fluxo.

Tabela 18 Complexidade recomendada de pool de biblioteca

Tipoldaliaminatde Leituras do tipo paired-end

Aplicacao fluxo que passarn pelo filtro por Bibliotecas por cavidade
cavidade (B)

Genomas humanos SP 0,65a0,8 1
S1 1,3a1,6 ~2
S2 3,3a4,1 ~5
S4 4,0a5,0 ~6

Exomas SP 0,65a0,8 ~10
S1 1,3a1,6 ~20
S2 3,3a4,1 ~50
S4 4,0a5,0 ~62

Transcriptomas SP 0,65a0,8 ~8
S1 1,3a1,6 ~16
S2 3,3a4,1 ~41
S4 4,0a5,0 ~50

Normalizar as bibliotecas para o pool

1 Determine a concentracao da biblioteca agrupada necessaria com base na concentracao da carga final

desejada.
Consulte Concentracoes de carga recomendadas na pagina 44.

Concentragcao de carga final Concentracao da biblioteca
(PM) agrupada (nM)
100 0,5
150 0,75
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Concentragao de carga final Concentracao da biblioteca
(pM) agrupada (nM)
200 1,0
250 1,25
300 1,56
350 1,75
400 2,0
450 2,25
500 2,5

2 Normalize as bibliotecas para a concentracao de carga da biblioteca agrupada desejada usando 10 mM
de Tris-HCI, pH 8,5.
Para assisténcia na diluicao de bibliotecas para a concentracao apropriada, consulte o Pooling
Calculator em support.illumina.com/help/pooling-calculator/pooling-calculator.html.

Concentracdes de carga recomendadas

A concentracéao de carga de DNA ideal depende do tipo de biblioteca e do tamanho de insercéo. A tabela a
seguir fornece as concentragcdes de carga de DNArecomendadas com base em bibliotecas da lllumina com
tamanhos de insergao < 450 bp. Carregue bibliotecas com tamanhos de insergdo menores na extremidade
inferior do intervalo recomendado. Para bibliotecas > 450 bp, podem ser necessarias concentracoes de
carga maiores.

Tabela19 Concentragdes de carga recomendadas

Tipo de biblioteca Concentracao de carga final Concentracao de carga agrupada
(PM) (nM)

Phix? 100 0,5

Pool de bibliotecas de DNA PCR-free 115 a 235 0,575a 1,175

Pool de bibliotecas de DNA PCR- 200 a 400 1,0a2,0

amplified

Uma célula 175 a 275 0,875a 1,375

1 Para uma execugao somente de PhiX.

Se vocé tiver otimizado a concentracao de carga para HiSeg™ X, HiSeg™ 4000 ou HiSeg™ 3000, use
aproximadamente a mesma concentracao para o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp. Se vocé tiver otimizado
a concentragéo de carga para o fluxo de trabalho do NovaSeq Padréo, use aproximadamente 1/3 a menos
para o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp.

|L OBSERVACAO
' As biblioteca podem precisar ser tituladas para se obter a concentracao ideal de semeadura. Quando for
determinada a concentracao ideal de carregamento, ela € aplicada em tipos idénticos de bibliotecas.
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Agrupar bibliotecas normalizadas e adicionar um controle PhiX opcional

1 Combine o volume apropriado de cada biblioteca normalizada em um novo tubo de microcentrifuga para
que produza os volumes finais apropriados por cavidade.

Volume total do pool por

L) cavidade (ul)
SP/S1 18

2 22

S4 30

Por exemplo, para um pool séxtuplo de bibliotecas e modo S4, combine 5 ul de cada biblioteca que foi
normalizada na mesma concentragao.

2 [Opcional]l Armazene as bibliotecas ndo agrupadas restantes a uma temperatura de -25 °C a -15 °C.

3 [Opcional] Faca spike-in de 1% de PhiX nao desnaturado da seguinte forma.

a Dilua 10 nM de PhiX em 0,25 nM usando 10 mM de Tris-HCI, pH 8,5.
b Adicione o volume apropriado de PhiX ao tubo do pool de bibliotecas n&do desnaturadas.

Modo PhiX 0,25 nM (ul) ndo desnaturado Pool de bibliotecas ndo desnaturadas (ul)
SP/S1 0,7 18
S2 0,8 22
S4 1,1 30

Ao fazer spike-in em PhiX, 1% é a quantidade recomendada para bibliotecas bem equilibradas.
Bibliotecas de baixa diversidade podem exigir mais. Para usar um controle de PhiX com bibliotecas de
baixa diversidade, entre em contato com o suporte técnico da lllumina para obter orientacoes.

Preparar uma diluicao fresca de NaOH

Prepare uma diluicao fresca de 0,2 N de NaOH para desnaturar bibliotecas para o sequenciamento.

Para minimizar os erros de pipetagem que podem afetar a concentracao final de NaOH , prepare pelo menos
30 pl de NaOH diluido por lamina de fluxo. Para uma execucéo de lamina de fluxo dupla, prepare 60

de NaOH diluido.

J CUIDADO
. E essencial usar 0,2 N de NaOH para o processo de desnaturagao. A desnaturacéo inadequada pode
reduzir o rendimento.

1 Para uma lamina de fluxo, combine os seguintes volumes em um tubo de microcentrifuga para diluir 1 N
deNaOHem 0,2 N.
Agua aprovada para uso em laboratdrio (24 p)
1N de NaOH (6 pl) de estoque
Esses volumes resultarao em 30 ul de NaOH 0,2 N. Para duas laminas de fluxo, duplique os volumes.

2 Inverta varias vezes para misturar ou agite completamente. Mantenha o tubo tampado e use em até
12 horas.
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Desnaturar pool de bibliotecas e controle de PhiX opcional

1

a A~ W N

Adicione 0,2 N de NaOH ao tubo do pool de bibliotecas nao desnaturadas e PhiX opcional da seguinte
maneira.

Modo 0,2 N de NaOH (ul) Pool de bibliotecas ndao desnaturadas (pl) Volume resultante

SP/S1 4,0 18,0 22,0 pl ou 22,7 pl com PhiX
S2 5,0 22,0 27,0 pl ou 27,8 pl com PhiX
S4 7,0 30,0 37,0 pl ou 38,1 pl com PhiX

Tampe e, em seguida, agite por um momento.
Centrifugue a 280 x g por até um minuto, no maximo.
Incube a temperatura ambiente durante 8 minutos para desnaturar.

Acrescente 400 mM de Tris-HCI, pH 8,0 para neutralizar da seguinte forma.

Modo 400 mM de Tris-HCI, pH 8,0 (pl) Volume resultante

SP/S1 5,0 27,0 ul ou 27,7 pl com PhiX
S2 6,0 33,0 pl ou 33,8 pl com PhixX
S4 8,0 45,0 ul ou 46,1 pl com PhiX

Tampe e, em seguida, agite por um momento.
Centrifugue a 280 x g por até um minuto, no maximo.

Mantenha as bibliotecas desnaturadas em gelo até que estejam prontas para adicionar a mistura master
de ExXAmp.

[Opcional] Se néo puder continuar imediatamente, tampe o tubo e armazene em -25 °C a -15 °C até trés
semanas, no maximo. Nao congele novamente depois de descongelado.

J CUIDADO

J Armazene 0s pools de biblioteca desnaturada somente se for necessario. O armazenamento de longo
prazo pode aumentar as duplicatas, que diminuem o rendimento.

Preparar a lamina de fluxo e a plataforma

1

Documenton.© 1000000019358 v11 PTB Material n.© 20023471

Coloque a plataforma da lamina de fluxo NovaSeq Xp em uma superficie plana. Mantenha o nivel da
lamina de fluxo até que esteja carregado no instrumento.

Inspecione a plataforma e certifique-se de que ela esteja livre de material particulado.
Cologue um novo par de luvas sem po para evitar contaminar a superficie de vidro da lamina de fluxo.

Com a embalagem metélica da lamina de fluxo sobre a superficie plana, puxe a ponta de aluminio da
aba do canto para abrir.

Remova o retentor de plastico transparente que cobre a lamina de fluxo.

Remova a lamina de fluxo do pacote. Segure a lamina de fluxo pelas laterais para evitar tocar o vidro ou
as juntas inferiores.

Se o material particulado estiver visivel em cada uma das superficies do vidro, limpe a respectiva
superficie com uma compressa sem fiapos com alcool e seque com um lenco para laboratério com
poucos fiapos.
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10

11

12
13

Descarte a embalagem de modo apropriado.

F‘ 7  OBSERVAGAO
Alguns arranhdes e outros defeitos cosméticos menores na lamina de fluxo s&o normais e ndo afetam a
qualidade dos dados.

Inverta a lamina de fluxo de modo que a superficie superior fique voltada para baixo.

Deslize a ponta de saida da lamina de fluxo abaixo do suporte e coloque-a na plataforma. Consulte
Lamina de fluxo na pagina 13 e Plataforma para laminas de fluxo NovaSeq Xp na pagina 17.

Figura 17 Colocagao da lamina de fluxo

; )
l A B '\ZJ
A e
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Com os pocos voltados para cima, carregue o coletor NovaSeq Xp sobre a extremidade de entrada da
lamina de fluxo. Certifique-se de que os bragos do coletor NovaSeq Xp se encaixem firmemente nas
incisdes da plataforma.

Figura 18 Colocagéo do coletor NovaSeq Xp

(/_- --'\‘.
\ f\' /

XB' —= A /

A Pocos do coletor NovaSeq Xp voltados para cima

B Bracos do coletor NovaSeq Xp colocados nas incisdes da plataforma

Feche a fixagcao para prender a lamina de fluxo e o coletor NovaSeq Xp e fechar as juntas.

Descarte o coletor NovaSeq Xp apds carregar os pools de biblioteca na lamina de fluxo.
O coletor NovaSeq Xp so pode ser usado uma vez.

Preparar a mistura master de ExAmp

Ao preparar a mistura master de ExAmp, use um tubo para microcentrifuga que comporte pelo menos duas
vezes 0 volume necessario:

Para uma lamina de fluxo de duas cavidades, use um tubo de 0,5 mlou 1,7 ml.
Para uma lamina de fluxo de quatro cavidades, use um tubo de 1,7 ml.

As causas mais comuns de variagdes nos resultados ao misturar os reagentes ExAmp manualmente sao a
distribuicao imprecisa dos volumes e mistura insuficiente. Nao misture insuficientemente.
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1 Inverta ou agite por algum tempo para misturar o DPX1 e o DPX2.

2 Agite o DPX3 por algum tempo para misturar.
Os reagentes ExAmp podem ter sido separados no armazenamento. Eles sao viscosos, especialmente o
DPX2 e 0 DPX3. O DPX3 nao mistura facilmente quando invertido, devido a alta viscosidade.

Centrifugue o DPX1, o DPX2 e o0 DPX3 por algum tempo.

4 Combine os seguintes volumes em um tubo adequado para microcentrifuga na ordem especificada.

Orde_:m~ de Roagenisr Volume pa.ra laminas de fluxo de duas Volume para Ie“.aminas de fluxo de
adicao cavidades (SP/S1/S2) (ul) quatro cavidades (S4) (pl)
1 DPX1 126 315
2 DPX2 18 45
3 DPX3 66 165

*As tampas do tubo de reagente DPX podem ser codificadas por cores (vermelho, amarelo e azul para DPX1, DPX2 e DPX3, respectivamente).

Verifique se os cédigos de cores sdo preservados ao trocar as tampas dos tubos.

Esses volumes resultam na mistura master de 210 pl de ExAmp para o modo SP, S1 ou S2, ou 525 pl de
mistura master para o modo S4. Esses volumes sao suficientes para o modo aplicavel. E incluido um
volume extra para compensar erros de pipetagem ao carregar bibliotecas na lamina de fluxo.

5 Pipete e distribua lentamente para evitar bolhas e certifique-se de que todo o volume seja expelido da
ponta.

6 Agite durante 20 a 30 segundos ou até que esteja completamente misturado.
rf OBSERVACAO
" A mistura master de ExAmp & estavel & agitaco.
A mistura pode parecer turva, o que é normal.
Centrifugue a 280 x g por até um minuto.

8 Para obter o melhor desempenho de sequenciamento, continue imediatamente com a préxima etapa.
Se necessario, 0 armazenamento ideal da mistura master é até 1 hora em gelo. Use em 30 minutos se
estiver armazenado em temperatura ambiente.

Carregar bibliotecas na lamina de fluxo

Para obter melhores resultados, faca o seguinte:
Mantenha a lamina de fluxo carregada a temperatura ambiente. Nao refrigere nem coloque no gelo.
Aincubacao prolongada pode reduzir o percentual de clusters que passam pelo filtro (%PF).

Inicie a execucao em até 30 minutos a contar do carregamento dos pools de biblioteca na lamina de
fluxo.

O uso imediato da mistura de ExAmp/biblioteca rende melhores resultados.
1 Adicione a mistura master de ExXAmp a cada pool de bibliotecas desnaturadas da seguinte maneira e

depois agite durante 20 a 30 segundos para misturar.
Se estiver usando tiras de tubos, pipete para misturar até que fique homogéneo.

Modo Pool de bibliotecas desnaturadas (pl) Mistura master de ExAmp (pl) Volume resultante (pl)

SP/SH 27 63 90

S2 33 77 110

S4 45 105 150
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2 Centrifugue a 280 x g por até um minuto.

3 Usando uma pipeta de p200 pl, adicione o volume apropriado da mistura de ExAmp/biblioteca a cada

poco de coletor NovaSeq Xp.
Para evitar a formacao de bolhas, carregue as amostras lentamente.
Certifique-se de adicionar a mistura do pool de biblioteca ao poco que corresponde a cavidade de
destino.
Evite o contato com o filtro na parte inferior do poco ao pipetar.
Nao é necessario aguardar até o enchimento completo da cavidade antes de adicionar a mistura aos
pocos restantes do coletor.

Modo Mistura de biblioteca/ExAmp por poco (ul)
SP/S81 80
S2 95
S4 130

Os pogos numerados do coletor NovaSeq Xp correspondem ao numero da cavidade da lamina de fluxo.
Quando a lamina de fluxo € invertida, a numeracao da cavidade € revertida.

Figura19 Numeracdo da cavidade invertida

1
Depois de adicionar a mistura de ExAmp/biblioteca a todos os pogos do coletor, aguarde
aproximadamente 2 minutos para a mistura alcancar a extremidade oposta de cada cavidade.
Uma pequena bolha de ar na extremidade de saida da cavidade é normal. Um pequeno volume da
mistura pode permanecer nos pocos do coletor depois que a cavidade estiver cheia.

J CUIDADO

J Nao incline a lamina de fluxo ao tentar verificar se as cavidades estao cheias ou se ha bolhas.
Ainclinacao pode fazer com que a mistura de ExAmp/biblioteca vaze da lamina de fluxo. Se uma
cavidade nao encher completamente, nao tente corrigi-la. O rendimento de dados de uma cavidade
parcialmente enchida pode ser reduzido. Nao tente recuperar a amostra da lamina de fluxo.

& OBSERVAGAO
" Nao incline a lamina de fluxo ao transporta-la.

Preparar cartuchos de SBS e de cluster

1

Inspecione o lado de baixo de cada cartucho para certificar-se de que os reservatorios estao livres de
gelo, o que indica que os reagentes estdao descongelados.

2 Inverta cada cartucho dez vezes para misturar os reagentes.
3 Batalevemente a parte inferior de cada cartucho na bancada para reduzir as bolhas de ar.
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Carregar tubo vazio da biblioteca

;
2

Destampe o tubo da biblioteca fornecido com o kit de reagentes NovaSeq 6000.

Insira o tubo da biblioteca vazio e sem tampa na posicao do tubo da biblioteca (n.°8) do cartucho de
cluster.

O tubo da biblioteca vazio deve estar presente para leitura por RFID e mistura de reagente dentro do
aparelho. O cdédigo de barras do tubo da biblioteca nao € validado em relacéo ao codigo de barras
especificado no arquivo do LIMS. O RFID é validado para garantir que o tubo n&o foi usado.

Figura 20 Tubo da biblioteca destampado carregado na posigéo n.° 8

Documenton.® 1000000019358 v11 PTB Material n.° 20023471
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A lllumina recomenda que vocé permaneca conectado enquanto o NVCS estiver em execucéo e enquanto
um sequenciamento estiver em andamento.

1 Remova todos os itens da superficie do instrumento.

Mantenha a superficie impa durante a execucao de sequenciamento e evite inclinar-se sobre o
instrumento. A pressao na porta da lamina de fluxo pode fazer com que a porta se abra, o que
interrompe a execugao. As execucgoes interrompidas ndo podem ser retomadas.

r' OBSERVACAO
O inicio escalonado de novas execucdes tem suporte. O crondémetro de inicio escalonado indica

guando uma execucéao escalonada podera ser iniciada. Para obter mais informacdes, consulte /nicio
escalonado de execucdes na pagina 58.

2 Natela Home (Inicio), selecione Sequence (Sequéncia) e, em seguida, selecione uma execugao de
lamina de fluxo simples ou dupla:
A+B: configura uma execucao de lamina de fluxo duplo.
A: configura uma execucao de lamina de fluxo simples na lateral A.
B: configura uma execucao de lamina de fluxo simples na lateral B.
O software inicia a série de telas de configuracao de execucao, comegando com Load (Carregar).

3 Selecione OK para reconhecer o aviso e abrir a porta da lamina de fluxo.

Carregar a lamina de fluxo no instrumento

1 Se estiver presente, remova a lamina de fluxo da execucgao anterior.

2 Se o material particulado estiver visivel no estagio da lamina de fluxo, limpe todo o estagio, inclusive a
interface do fluxo de reagentes e a superficie de vidro do alvo de alinhamento ¢ptico com uma
compressa com alcool. Seque com um tecido sem fiapos.

Figura 21 Estagio da lamina de fluxo
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3 [Fluxo de trabalho Padrédo] Remova a lamina de fluxo da embalagem da seguinte forma.

a Cologue um novo par de luvas sem po para evitar contaminar a superficie de vidro da lamina de
fluxo.

b Com a embalagem sobre uma superficie plana, puxe a ponta de aluminio da aba do canto para
abrir.

¢ Remova o retentor de plastico transparente que cobre a lamina de fluxo.

d Remova a lamina de fluxo do pacote. Segure a lamina de fluxo pelas laterais para evitar tocar o vidro
ou as juntas inferiores.

e Se o material particulado estiver visivel em cada uma das superficies do vidro, limpe a respectiva
superficie com uma compressa sem fiapos com alcool e seque com um lengo para laboratério com
poucos fiapos.

f Descarte a embalagem de modo apropriado.

;rf; »  OBSERVACAO
" Alguns arranhdes e outros defeitos cosmeéticos menores na lamina de fluxo s&o normais e nao afetam a
qualidade dos dados.

4 [Fluxo de trabalho do NovaSeq Xp] Descarregue a lamina de fluxo da plataforma da seguinte maneira.

a Abra afixagao que prende a lamina de fluxo e o coletor.

Sem permitir que o liquido goteje na lamina de fluxo, remova cuidadosamente e descarte o coletor.

¢ Se oliquido gotejar na lamina de fluxo, limpe com uma compressa com alcool sem fiapos e seque
com um tecido de laboratdrio sem fiapos.

d Segure os lados da lamina de fluxo para remové-la da plataforma. Mantenha a lamina de fluxo
nivelada.

e Se houver material residual nas juntas, seque as quatro juntas da lamina de fluxo com um tecido sem
fiapos para secar. Nao toque nas juntas.

f Inverta a lamina de fluxo em volta do eixo longo de modo que a superficie superior fique voltada para
cima.

(o2

Figura 22 Inverta a lamina de fluxo em torno do eixo longo

g Antes de retornar a plataforma ao armazenamento, inspecione-a e certifigue-se de que ela esteja
livre de material particulado.

5 Alinhe a lamina de fluxo ao longo das quatro fixacoes levantadas e coloque-a no estagio da lamina de
fluxo.
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Figura 23 Laminas de fluxo carregadas alinhadas sobre fixagdes

6 Selecione Close Flow Cell Door (Fechar porta da lamina de fluxo).
A porta da lamina de fluxo se fecha, os sensores e o RFID sao verificados e a identificacéo da lamina de
fluxo é exibida na tela.

Carregar os cartuchos de SBS e de cluster

%y OBSERVAGAO
: Para o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp, antes de carregar o cartucho de cluster, certifique-se de que o
tubo da biblioteca vazio e destampado esteja carregado no cartucho.

1 Abra as portas de compartimentos de liquidos e, em seguida, abra a porta do refrigerador de reagentes.

2 Remova os cartuchos usados de SBS e de cluster.
Os cartuchos usados tém selos de aluminio perfurados.

3 Descarte conteudos nao utilizados de acordo com as normas aplicaveis.
Para um descarte seguro de posicao n.° 30 do cartucho de cluster, consulte Remover a posicdo n.° 30
na pagina 59.

4 Carregue os cartuchos preparados na gaveta de refrigerador de reagentes de modo que as etiquetas
Insert (Inserir) figuem voltadas para a traseira do instrumento:
Coloque o cartucho de SBS (etiqueta cinza) na posicao esquerda.
Coloque o cartucho de cluster (etiqueta laranja) que contém o tubo da biblioteca destampado na
posicao direita.

Figura 24 Cartuchos de reagente carregados

5 Deslize a gaveta para dentro do refrigerador e, em seguida, feche a porta do refrigerador de reagentes.
Os sensores e os RFIDs sao verificados. As identificacées do tubo da biblioteca e os dois cartuchos sao
exibidos na tela.
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Carregar o cartucho de tampao

1 Puxe a algca de metal para abrir a gaveta de tampéao.

2 Remova o cartucho de tampé&o usado pelo lado direito da gaveta de tampao.
O cartucho de tampao usado tem selos de aluminio perfurado.

3 Cologue um novo cartucho de tampéao na gaveta de tampao de modo que a etiqueta lllumina fique
voltada para a frente da gaveta. Alinhe o cartucho com as guias levantadas no piso e laterais da gaveta.

Quando carregado adequadamente, o cartucho de tampao € encaixado uniformemente e a gaveta
pode ser fechada.

Figura 25 Carregar o cartucho de tampéao

4 Se ambos os frascos de reagentes usados estiverem vazios, marque a caixa de selegao confirmando
que ambos os frascos de reagentes usados estao vazios.

J ADVERTENCIA

o O nao esvaziamento dos frascos de reagente usados pode resultar em uma execucao encerrada e em
transbordamento, o que prejudica o instrumento e representa um risco de seguranca.

5 Selecione o botao disponivel:

Log In (Fazer login): abre a tela Log In (Fazer login) para acessar o BaseSpace Sequence Hub.
Prossiga para Acessar o BaseSpace Sequence Hub.
Run Setup (Configuragdo da execucgao): pula o BaseSpace Sequence Hub e abre a tela Run Setup
(Configuracao da execucao) para insercao dos parametros. Prossiga para Digitar parametros de
execucao na pagina 55.

O botao que estara disponivel dependera de o sistema estar ou ndo configurado para o BaseSpace

Sequence Hub.

Acessar o BaseSpace Sequence Hub

Quando vocé abre o NVCS, seu grupo de trabalho padréao do BaseSpace Sequence Hub € selecionado
como grupo de trabalho. Se vocé nao especificar um padrao, sera selecionado seu grupo de trabalho
pessoal.
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1

2

[Opcional] Atualize as configuragdes do BaseSpace Sequence Hub para a execucao atual:
Para desativar o BaseSpace Sequence Hub, desmarque a caixa de selecao BaseSpace Sequence
Hub e, em seguida, selecione Run Setup (Configuracao de execucao) para continuar sem acessar.
Para enviar dados de execucao ao BaseSpace Sequence Hub para monitoramento remoto e analise
de dados, selecione Run Monitoring and Storage (Monitoramento de execugao e armazenamento).
Essa opcao requer uma planilha de amostras.
Para enviar arquivos InterOp, runinfo.xml e runParameters.xml para o BaseSpace Sequence Hub a
fim de monitorar a execugao remotamente, selecione Run Monitoring Only (Somente monitoramento
de execucao).

Informe seu nome de usuario e sua senha do BaseSpace Sequence Hub e, em seguida, selecione Sign
In (Acessar).

Se solicitado, selecione um grupo de trabalho para o qual fazer o upload dos dados de execucao e, em
seguida, selecione Run Setup (Configuragao de execucao).
Isso s0 sera solicitado se vocé pertencer a varios grupos de trabalho.

Digitar par@metros de execucéao

1

Documenton.® 1000000019358 v11 PTB Material n.© 20023471

Se o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp estiver habilitado, selecione um tipo de fluxo de trabalho.
Se vocé selecionar NovaSeq Xp, certifique-se de que esteja carregado um tubo de biblioteca vazio.
Se vocé selecionar NovaSeq Padrdo, certifique-se de que a amostra esteja carregada no tubo de
biblioteca.

No campo Run Name (Nome da execucao), digite um nome de sua preferéncia para identificar a
execucao atual.
O nome de execucao pode conter caracteres alfanuméricos, hifens e sublinhados.

Insira 0 numero de ciclos para cada duracéo de leitura e indice na execugcao de sequenciamento.
Nao existe um numero maximo de ciclos de indice, mas a soma dos ciclos de leitura e dos ciclos de
indice deve ser inferior ao numero de ciclos do kit.
Read 1 (Leitura 1)—Insira um valor de até 151 ciclos para kits de 300 kits, ou de até 251 para ciclos
de 500 kits.
Index 1 (indice 1) — Insira o nimero de ciclos do primer do Indice 1 (i7).
Index 2 (indice 2) — Insira 0 nimero de ciclos do primer do indice 2 (i5).
Read 2 (Leitura 1)—Insira um valor de até 151 ciclos para kits de 300 kits, ou de até 251 para ciclos
de 500 kits. Este valor é normalmente igual ao valor da Leitura 1.

OBSERVACAO

O numero de ciclos analisado na Leitura 1 e Leitura 2 € um ciclo a menos que o valor inserido. Por exemplo,
para fazer uma execucao de ciclo 150 do tipo paired-end (execucao de 2 x 150 bp), insira o valor de 151
ciclos para a Leitura 1 e Leitura 2.

A soma dos quatro valores inseridos pode ultrapassar o nimero indicado de ciclos para o kit de reagentes
selecionado em até 23 ciclos para execucdes do tipo paired-end e 30 ciclos para execucdes de leitura
Unica.
Expanda Advanced Options (Opcdes avancadas) para aplicar as configuragdes a execucao atual.
Essas configuragdes séo opcionais, exceto quando indicado.
Primers personalizados: marque a caixa de selegcao Custom Primers (Primers personalizados) e, em
seguida, marque as caixas de selecao apropriadas:
Read 1 (Leitura 1): usar o primer personalizado para a Leitura 1.

Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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5

Read 2 (Leitura 2): usar o primer personalizado para a Leitura 2.

Custom Index (indice personalizado): usar o primer personalizado para o indice 1.
Pasta de saida: selecione Browse (Procurar) para alterar a pasta de saida para a execugéao atual.
Uma pasta de saida é necessaria quando a execucao nao esta conectada ao BaseSpace Sequence
Hub para armazenamento.
Samplesheet (Planilha de amostras): selecione Browse (Procurar) para fazer upload de uma planilha
de amostras, que é necessaria ao usar o BaseSpace Sequence Hub para o monitoramento e
armazenamento de execucoes ou outro arquivo CSV. O arquivo CSV é copiado para a pasta de
saida e nao afeta os parametros de execugao.
Custom Recipe (Receita personalizada): selecione Custom Recipe (Receita personalizada) e depois
Browse (Procurar) para usar uma receita personalizada em formato XML para esta execucgao.

r& OBSERVAGAO
" A modificacéo das etapas de clusterizagcdo em uma receita personalizada nao tem suporte.

Selecione Review (Revisao).
O software confirma que os parametros especificados sao apropriados para a receita.

Confirmar parametros de execucao

;
2

Confirme os parametros de execucéao exibidos na tela Review (Revisao).

[Opcional] Selecione Back (Voltar) para retornar a tela Run Setup (Configuragéo de execucéo) e editar os
parametros de execucao.

Selecione Start Run (Iniciar execug&o).
As verificagcdes pré-execucao sao iniciadas automaticamente.

Analisar verificacoes antes da execucao

1

Aguarde cerca de 5 minutos até que a verificacao antes da execucao seja concluida.
A execucao ¢ iniciada automaticamente apds uma conclusao bem-sucedida.

'“rg- OBSERVACAO
" Para evitar encher demais o disco rigido, nao copie dados para o C:\ apds o inicio da execugao.

2 Se as verificacdes antes da execucéao falharem devido a um erro no sensor, por exemplo lamina de fluxo
nao detectada, vocé deve sair e reiniciar o fluxo de trabalho.

3 Para outras falhas de verificacoes antes da execucao, selecione Retry (Repetir) para reiniciar a
verificacao com falha ou Retry All (Repetir tudo) para reiniciar todas as verificacoes.
Os erros exigem resolucao antes de iniciar a execucao. Consulte Erros da verificacdo antes da execucao
na pagina 67 quanto as informacodes de resolucao de problemas.

4 Selecione o icone Error (Erro) para ver os detalhes do erro.
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5 Se a verificagao de alinhamento falhar, resolva o erro conforme a seguir.

a Selecione Reload (Recarregar) e, em seguida, selecione OK para confirmar o retorno a tela Load

(Carregar).
b Remova todos os itens da parte de cima do instrumento e, em seguida, selecione OK.

O

€eXecucao).
e Refaca a verificacao.

1 Monitore 0 andamento, as intensidades e as pontuacdes de qualidade da execucéo conforme as
medidas sdo exibidas na tela.

Para obter mais informacoes sobre medidas de execucao, consulte Real-Time Analysis na pagina 71.

Figura 26 Andamento e medidas de execugao de sequenciamento

[ leted Unc 2017, Jan 05 1156 400 2017, Jan 05 1156
B p— i S—

HTGWDLIBA NovaSeq TruSes PCR Free

« HTGWOLIBE. NovaSeq TruSeg PCR Free

BTATS 10632660 9223% GT4T% 1061.07 G 9233 %

E F G

A Time to completion (Hora da conclusao): a data e a hora da concluséo (aaaa-mm-dd hh:mm).

B Run progress (Progresso da execucao): a etapa atual da execucado. O tamanho da barra de andamento

nao € proporcional a taxa de execucao de cada etapa.
C Q-Scores: a distribuicdo das classificagdes de qualidade (Q-Scores).

D Intensity (Intensidade): o valor das intensidades de cluster do 90° percentil para cada bloco. As cores do

grafico indicam os canais vermelho e verde.

E Clusters passing fiter (%) (Passagem de clusters pelo filtro): a porcentagem da passagem de clusters pelo

filtro.
F Estimated yield (Gb) (Rendimento estimado): o nimero de bases projetadas para a execucao.
G Q30: a porcentagem de identificacoes de bases para a execugao que tiverem um Q-Score = 30.

[ OBSERVACAO

Se houver um desligamento ou reinicializacao enquanto o NVCS estiver em execucao, o usuario deve

confirmar essa acao antes do prosseguimento da operacao.

Documento n.© 1000000019358 vi11 PTB Material n.° 20023471
Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagndstico.

Recarregue a lamina de fluxo e, em seguida, selecione Run Setup (Configuracdo de execucao).
d Continue em cada tela para reler todos os RFIDs e retorne a tela Pre-Run Checks (Verificagdes pré-
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Medidas da execucao

O software exibe medidas geradas durante a execucao. As medidas sao exibidas em forma de graficos,
graficos de pontos e tabelas com base nos dados gerados pela RTA3 e gravados nos arquivos InterOp.

A clusterizacéo leva cerca de duas horas; depois 0 sequenciamento € iniciado com o ciclo 1. As medidas sao
atualizadas conforme o sequenciamento continua. A passagem de clusters pelo filtro, o rendimento e as
pontuacdes de qualidade estao disponiveis apds o ciclo 26.

Status de processamento

A tela Process Management (Gestao de processos) lista o status de cada execugao. No menu principal,
selecione Process Management (Gestao de processos).

Para cada nome de execucgao, Process Management (Gestao de processos) lista o status dos seguintes
processos:

Run Status (Status de execucéao): com base no processamento de arquivos CBCL.
Network (Rede): com base na transferéncia de arquivos usando o Servico de copia universal.
BaseSpace: com base em upload de arquivo para o Servico de copia universal, se aplicavel.

Quando um processo for concluido, uma marca de verificacao verde sera exibida. Para obter mais
informacdes, consulte Gestao de processos na pagina 9.

Vocé pode configurar e iniciar uma execucao no lado ocioso do instrumento enquanto uma execugao estiver
em andamento no outro lado, o que é denominado inicio escalonado. As execucdes escalonadas sao
configuradas em momentos especificos durante uma execucao, conforme indicado pelos seguintes estados
do crondbmetro de contagem regressiva de inicio.

Run Start: Available (Inicio da execucao: Disponivel) — O inicio escalonado esté disponivel no momento.
A data e a hora mostradas quando o inicio escalonado ficar indisponivel. Selecione Sequence
(Sequéncia) para iniciar uma nova execucgao escalonada depois que o ciclo atual estiver concluido.
Run Start: Unavailable (Inicio da execucéo: Indisponivel) — O inicio escalonado esta indisponivel no
momento. A data e a hora mostradas quando o inicio escalonado estiver disponivel no outro lado do
instrumento.
Waiting... (Aguardando...) — Se for tentada uma nova execugao quando o inicio escalonado estiver
indisponivel, o estado muda para Waiting (Aguardando) e a data e hora mostram o horario aproximado
em que o instrumento estara pronto para a nova execucao. O instrumento comecara a configuragao de
execucao quando o instrumento estiver disponivel.

Quando vocé configura a nova execucao, o software automaticamente faz uma pausa e retoma a execugao

na lamina de fluxo adjacente, conforme necessario. O sistema € colocado em um estado seguro ao fazer a
pausa.

Procedimento

1 Na telainicio, selecione Sequence (Sequéncia) e, em seguida, selecione A ou B.
O lado selecionado deve ser o lado atualmente ocioso.

2 Aguarde até que a execugao na lamina de fluxo adjacente seja pausada. Para cancelar a nova execugao
e impedir a pausa, selecione Cancel (Cancelar).
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Se a execucao adjacente estiver executando a clusterizacao, ressintese do tipo paired-end, geracao de
imagens ou limpeza, o software concluira a etapa atual antes da pausa.

Quando a execucgao adjacente for pausada e a porta da lamina de fluxo estiver aberta, configure a nova
execucao.

Quando a nova execucao ¢ iniciada, a execugao em pausa € retomada automaticamente e, em seguida,
a nova execugao comeca.

Apds a conclusao da transferéncia de dados, vocé pode excluir a execucao atual em Gestao de processos
para liberar espaco para uma execucao subsequente. A exclusao da execucao limpa o CE e C:\ sem
remover os arquivos de manutencao do sistema e sem afetar a rede nem a copia do BaseSpace Sequence
Hub. As execucbes que estdo em sequenciamento ndao podem ser excluidas.

;
2

No menu principal, selecione Process Management (Gestao de processos).

[Opcional] Certifique-se de que cada processo da execucao exiba uma marca de verificacao verde, o
que indica que a transferéncia de dados foi concluida.

Vocé pode excluir uma execucao cuja transferéncia para uma rede ou para o BaseSpace Sequence Hub
nao foi concluida, mas todos os dados da execucao sao perdidos.

Selecione Delete Run (Excluir execucao) e Yes (Sim) para confirmar.

Selecione Done (Concluido).

O reservatodrio na posicao n.° 30 do cartucho de cluster contém formamida. Ele é removido do cartucho de
cluster usado e descartado separadamente.

|

J

ADVERTENCIA

Esse conjunto de reagentes contém produtos quimicos potenciaimente perigosos. Podem ocorrer
ferimentos por meio de inalagéo, ingestéo e contato com a pele ou com os olhos. Use equipamento de
protecéo, incluindo protecéo para os ohos, luvas € jaleco, apropriado para risco de exposicdo. Manuseie 0s
reagentes usados como residuo quimico e descarte-os de acordo com as leis e regulamentagdes regionais,
nacionais e locais aplicaveis. Para obter mais informacdes ambientais, de salde e de segurancga, consulte a
SDS em support.illumina.com/sds.html.

Usando luvas, empurre para a direita a aba de plastico branca rotulada Detach after use (Remover apds
0 USO).

Coloque uma mao ou superficie solida sob o reservatdrio e pressione a aba de plastico transparente em
direcao a etiqueta da lllumina para soltar o reservatdrio de sua posicao sob o cartucho de cluster.
A OBSERVAGAO
" Evite empilhar os cartuchos de cluster ao armazenar. O empilhamento pode provocar deslocamento
acidental do reservatorio.
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Figura 27 Posicdo removivel n.° 30

>
S P
.

A Aba de plastico branca para remover
B Aba de plastico transparente para soltar

3 Descarte o reservatorio em conformidade com as normas aplicaveis.

Depois da conclusao do sequenciamento, o software inicia uma limpeza automatica apds a execucao que
leva cerca de 80 minutos. O sistema bombeia hipoclorito de sédio (NaOCI) 0,24% na posicao n.° 17 e o dilui a
0,12%. O NaOCI 0,12% é bombeado para o reagente ExAmp e as posi¢oes da biblioteca, por meio da
lamina de fluxo, e, em seguida, para os frascos de reagente usados. A lavagem limpa o modelo do sistema
para evitar a contaminacao cruzada.

Apds a conclusao da limpeza, o sistema é colocado em um estado seguro, € o botdo Home (Inicio) fica ativo.
Deixe os materiais de consumo no lugar até a proxima execucao. Apods a limpeza, os aspiradores de liquidos
permanecem nos cartuchos de SBS e de cluster para impedir a entrada de ar no sistema. Os aspiradores
de liquidos no cartucho de tampao sao levantados para que os frascos de reagente usados possam ser
esvaziados.

o OBSERVAGAO
" Se ocorrer um erro durante uma limpeza automatica apds a execucao, e esta estiver incompleta, é
necessario fazer uma lmpeza de manutencao.
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A lllumina recomenda que vocé agende um servico de manutencao preventiva a cada ano. Se vocé nao
estiver vinculado a um contrato de servigo, entre em contato com seu gerente de conta territorial ou suporte
técnico da lllumina para contratar um servico de manutencgao preventiva faturavel.

O software avisa que é necessaria uma limpeza de manutencao nos seguintes momentos:

Quando n&o houver uma execucao de 4 cavidades com uma limpeza apds a execugao nos ultimos
14 dias.

Quando nao houver uma limpeza de manutencao nos ultimos 14 dias.
Quando uma limpeza apo6s a execucao falhar ou estiver incompleta.

A limpeza de manutencéo lava o sistema com as diluicdes fornecidas pelo usuario de Tween 20 e NaOCI.
As diluicbes sao bombeadas dos cartuchos de limpeza para a lamina de fluxo, para os frascos de reagente
usado e para todos os reservatorios de cartucho para limpar todos os aspiradores de liquido. A duracao da
limpeza é de cerca de 80 minutos.

A limpeza de manutencéao exige um cartucho de tampao usado e o cartucho de limpeza SBS, o cartucho de
limpeza de cluster e a lamina de fluxo de quatro cavidades fornecida com o instrumento (ou uma lamina de
fluxo de quatro cavidades usada). Como os cartuchos reagentes, os cartuchos de limpeza sao codificados
por cores para impedir o carregamento de erros. O cartucho de limpeza SBS tem um pogo central para a
diluicdo de Tween 20. A diluicao de NaOCI é adicionada a um reservatorio no cartucho de limpeza do
cluster.

Figura 28 Cartucho de limpeza SBS (a esquerda) e cartucho de limpeza de cluster (a direita)

LT

Ihamana llurnina
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Preparar a solucao de limpeza

;
2

Adicione 400 ml de agua aprovada para uso em laboratdério a um frasco de centrifuga de 500 ml.

Adicione 0,2 ml de 100% de Tween 20 para resultar em pelo menos 400 ml de uma solugao de limpeza
de 0,05% de Tween 20.

O uso de uma diluicao recém-preparada de Tween 20 impede a introducao de biocontaminantes no
sistema do fluxo de reagentes.

Inverta para misturar.
Remova a tampa do poc¢o central do cartucho de limpeza SBS.

Adicione a solucao de limpeza ao poco central. Preencha até a linha de enchimento, que indica o volume
minimo necessario.
Os outros reservatorios permanecem vazios.

Figura 29 Poco central cheio até a linha MIN FILL VOLUME (Volume minimo de enchimento)

Combine os seguintes volumes em um tubo de centrifuga de 30 ml para preparar 20 ml NaOCI 0,25%:
NaOCI 5% (1 ml)
Agua deionizada (19 ml)

Inverta para misturar.

Adicione 5 ml de NaOCI 0,25% ao cartucho de limpeza de cluster.
O local ¢ marcado como Fill (Encher) e tem um circulo laranja em torno dele. Todos os outros
reservatorios permanecem vazios.
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Figura 30 Posicao para NaOCI 0,25%

llurmina®

Carregar a lamina de fluxo de limpeza

1

Remova todos os itens da superficie do instrumento.
Mantenha a superficie livre durante a limpeza de manutencéao e evite se inclinar sobre o instrumento.
Apressao na porta da lamina de fluxo pode causar sua abertura, o que impede a limpeza.

Na tela inicial, selecione Wash (Limpeza) e, em seguida, selecione qual lado limpar:
A+B: limpar ambos oslados simultaneamente.
A: limpar somente o lado A.
B: limpar somente o lado B.

O software inicia a série de telas de limpeza.

OBSERVAGAO

Uma limpeza de manutencao apenas em um lado sé pode ser iniciada quando o outro lado estiver ocioso
ou realizando ciclos de leitura SBS. O tempo de inicio escalonado do NVCS indica a disponibilidade do
instrumento para iniciar uma nova execucao ou uma limpeza. Consulte /nicio escalonado de execucdes na
pagina 58.

Selecione OK para reconhecer o aviso e abrir a porta da lamina de fluxo.

Se ja ndo houver uma lamina de fluxo de limpeza ou uma lamina de fluxo de quatro cavidades, carregue
uma.

Selecione Close Flow Cell Door (Fechar porta da lamina de fluxo).
A porta se fecha, os sensores e o RFID sao verificados e a identificacéo da lamina de fluxo € exibida na
tela.
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Carregar os cartuchos de limpeza

E necessdrio lavar os cartuchos para uma limpeza de manutengao. Nao use os cartuchos de SBS e de
cluster usados.

;
2

5
6

Abra as portas de compartimentos de liquidos e, em seguida, abra a porta do refrigerador de reagentes.

Remova os cartuchos de reagentes de SBS e de cluster que foram usados. Descarte conteldos nao
utilizados de acordo com as normas aplicaveis.

Para um descarte seguro de posicao n.° 30 do cartucho de cluster, consulte Remover a posicdo n.° 30
na pagina 59.

Carregue os cartuchos de limpeza na gaveta de refrigerador de reagentes de modo que as etiquetas
Insert (Inserir) fiquem voltadas para a traseira do instrumento:

Coloque o cartucho de SBS (etiqueta cinza) na posicao esquerda.

Coloque o cartucho de cluster (etiqueta laranja) na posicao direita.

Deslize a gaveta para dentro do refrigerador e, em seguida, feche a porta do refrigerador de reagentes.
Os sensores sao verificados, e 0 RFID para cada cartucho é digitalizado e exibido na tela.

Abra a gaveta de tampao.

Se ja nado estiver presente, carregue um cartucho de tampao usado.

Esvaziar frascos de reagente usados

Use as seguintes instrugdes para esvaziar os frascos de reagente usados com cada limpeza de manutencao.
Mesmo gue seu sistema esteja configurado para encaminhar externamente os reagentes usados, o frasco
pequeno coleta reagentes usados e o frasco grande deve estar no local.

Documenton.© 1000000019358 v11 PTB Material n.© 20023471

] ADVERTENCIA

. Esse conjunto de reagentes contém produtos quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer
ferimentos por meio de inalagéo, ingestéo e contato com a pele ou com os olhos. Use equipamento de
protecéo, incluindo protegéo para os olhos, luvas e jaleco, apropriado para risco de exposigao.
Manuseie os reagentes usados como residuo quimico e descarte-os de acordo com as leise
regulamentacdes regionais, nacionais e locais aplicaveis. Para obter mais informacdes ambientais, de
saude e de seguranca, consulte a SDS em support.ilumina.com/sds.html.

Remova o frasco pequeno de reagente usado e descarte o conteldo de acordo com as normas
aplicaveis. Mantenha o conteudo separado do conteldo do outro frasco.

Devolva o receptaculo pequeno de reagente usado para a alcova.

Remova o frasco grande de reagente usado e descarte o conteddo de acordo com as normas
aplicaveis.

Devolva o frasco grande de reagente usado para a gaveta de tampao.
Coloque um novo par de luvas sem po.

Feche a gaveta de tampao e, em seguida, feche as portas do compartimento de liquidos.
Os sensores e os RFIDs sao verificados. A identificacao de cada componente de limpeza aparece na
tela.

Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagndstico.
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Iniciar a limpeza

1 Marque a caixa de selecéo, reconhecendo que os frascos de reagente usados estéo vazios e, em
seguida, selecione Start Wash (Iniciar limpeza).
Alimpeza inicia e 0 tempo estimado para sua conclusao € exibido.

J ADVERTENCIA

J Nao esvaziar os frascos de reagente usados pode resultar em uma limpeza encerrada e em
transbordamento, o que prejudica o instrumento e representa um risco de seguranca.

2 Quando a limpeza for concluida, selecione Home (Inicio).

3 Deixe 0s materiais de consumo no lugar até a proxima execucgao.
Os aspiradores de liquidos permanecem nos cartuchos de SBS e de cluster para impedir a entrada de
ar no sistema. Os aspiradores de liquidos no cartucho de tampéao séo levantados de modo que 0s
frascos de reagente usados possam ser esvaziados.

As atualizacdes de software estao disponiveis para o NVCS v1.4 ou posterior. Pode ser feito download das
atualizacoes de software, que podem ser instaladas a partir de NVCS. A verificacdo automatica de
atualizacdes de software esta ativada por padrao. Vocé pode ativar ou desativar as atualizacoes
automaticas em Settings (Configuracoes).
[5 OBSERVACAO
' O NovaSeq 6000 deve ser conectado a Internet para verificar se ha atualizagdes de software e para
fazer download de atualizacées.

A verificacdo automatica de atualizacdes € realizada a cada 24 horas. Uma notificacao sera exibida no menu
principal quando uma atualizacao estiver disponivel. A notificacéo de atualizagcéo esta visivel para todos os
usuarios, mas apenas um administrador pode fazer download e instalar atualizagdes.

Para o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp, certifique-se de que a versdo NVCS satisfaz os requisitos minimos
de software relacionados na tabela a seguir, antes de iniciar a preparagao das amostras ou dos materiais de
consumo.

Tabela 20 Requisitos minimos de software

Lamina de fluxo Versao minima do software
SP 1.6
St 1.3.1
S2 Todos
S4 1.2.0
[5 OBSERVACAO
Vocé nao pode atualizar o software se uma das seguintes acoes estiver em andamento: execucao de
sequenciamento, limpeza, configuragao de execugao ou transferéncia de arquivo para a pasta de saida ou
para o BaseSpace Sequence Hub. Se o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp estiver em andamento, aguarde
para atualizar o software até que as bibliotecas tenham sido carregadas na lamina de fluxo e o
sequenciamento esteja concluido.
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Para verificar atualizacdes manualmente ou para fazer download e instalar uma atualizagéo, faga o seguinte:

1

No menu principal, selecione Software Update (Atualizagao de software).

A tela Software Update (Atualizacao de software), que fornece notas de versao para a atualizacéao
disponivel, é exibida. Se a verificacdo automatica de atualizagdes de software nao estiver ativada, vocé
pode verificar as atualizacdes manualmente ou ativar a verificacao automatica.

2 Para fazer download e instalar a atualizagcdo, marque a caixa de selecao para confirmar que o download

e a instalacao levam aproximadamente 30 minutos.

3 Selecione Download and Install (Fazer download e instalar).

Quando o download estiver concluido, o NVCS fecha e o instalador € iniciado. Siga as instrucoes do
instalador para concluir a instalagao.

Se ocorrerem erros durante o download ou a instalagéao, entre em contato com o Suporte técnico da
lllumina.
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Para verificar perguntas técnicas, acesse a pagina de suporte do Sistema de Sequenciamento do NovaSeq
6000 no site da lllumina. A pagina de suporte permite acessar documentacao, downloads e perguntas
frequentes. Para acessar os boletins de suporte, faca login em sua conta Mylllumina.

Para problemas de qualidade ou de desempenho de execucao, entre em contato com o suporte técnico da
llumina. Consulte Assisténcia técnica na pagina 87. Para facilitar a solugao de problemas, considere
compartilhar um link do resumo da execucao no BaseSpace Sequence Hub com o suporte técnico da
lllumina.

Arquivo principal Pasta Descricao
Arquivo de Pasta Contém as configuragdes de execugao:
informagdes da principal e Numero de ciclos da execugéao
execugéo e NUumero de leituras da execugao
(Runinfo.xml) * Se a leitura € indexada
e Numero de feixes e blocos na lamina de fluxo

Arquivo de Pasta Contém o nome da execucéao e informacdes sobre parametros e
parametros de principal componentes de execucao, incluindo as seguintes informacodes dos RFIDs:
execucao numeros de série, numeros de lote, datas de vencimento e nimeros de
(RunParameters.xml) catalogo.
Arquivos InterOp InterOp Arquivos binarios de relatorios utilizados para o Sequencing Analysis Viewer.
(*.bin) Os arquivos InterOp séo atualizados ao longo da execugao.
Arquivos de registro Logs Os arquivos de registro descrevem cada etapa realizada pelo instrumento

(Registros) para cada ciclo, incluindo qual reagente € usado, e listam as versoes de

softwares e firmwares usadas na execugéo. O arquivo nomeado
[Nomedoinstrumento]_Hardwareatual.csv exibe os nimeros de série dos
componentes do instrumento.

Se ocorrer um erro durante as verificagcdes antes da execucao, use as seguintes acdes para resolvé-lo. Se
estiver configurando uma execucao de lamina de fluxo dupla e um lado falhar, vocé podera cancelar o lado
com falha e continuar com o lado que passou.

Quando uma verificag@o antes da execucao falha, os RFIDs para a lamina de fluxo, os reagentes e 0s
tampodes n&o séo bloqueados, de maneira que 0s materiais de consumo possam ser usados para uma
execucao subsequente. Quando a execugéao € iniciada, os aspiradores de liquido perfuram os selos de
aluminio nos cartuchos do reagente e todos os RFIDs sdo blogueados.
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Verificacao do
sistema

Sensores

Espaco em disco

Conectividade do

Motivo da falha

A porta do compartimento esta aberta, um
material de consumo nao foi colocado
corretamente ou pelo menos um sensor nao
esta funcionando.

O espaco em disco ¢ insuficiente, pois o local
especificado da pasta de saida esta cheio.

Ocorreu uma interrupgdo na conexao com o

sistema RTAS, o sistema de fluxo de reagentes ou
outra conexao.
Alinhamento A posicao da lamina de fluxo evita a criacédo
de imagens.
Bandeja de vazamento

Acao recomendada

Selecione Retry (Repetir) e siga as instrucoes
na tela para solucionar o erro.

Use a tela Process Management (Gestao de
processos) para liberar espaco em disco do
local da pasta de saida especificada.

Selecione Retry (Repetir) e siga as instrucoes
na tela para solucionar o erro.

Siga as solicitagbes na tela para recarregar a
lamina de fluxo.

Uma bandeja de vazamento esta incorporada na base do instrumento para recolher os reagentes ou fluidos
refrigerantes vazados e coletar o transbordamento dos frascos de reagente usados. Em condicdes normais,
a bandeja de vazamento esta seca. O vazamento indica um problema com o instrumento, e o

transbordamento ocorre quando os frascos de reagente usados nao sao esvaziados regularmente.

Durante a verificacao antes da execucéao, os sensores detectam se a bandeja de vazamento contém

liquidos:

Se a bandeja de vazamento apresentar liquidos mas nao estiver cheia, a execucao podera continuar,
mas vocé devera entrar em contato com o suporte técnico da lllumina. Consulte Assisténcia técnica na

pagina 87.

Se a bandeja de vazamento estiver cheia, a execugao nao podera continuar e vocé devera entrar em

contato com o suporte técnico da lllumina.

J ADVERTENCIA

J Esvazie os frascos de reagente usados a cada execugdo. As execucdes serao interrompidas se um dos

frascos de reagentes usados estiver cheio. Além de representar um risco de segurancga, o transbordamento
de qualquer um dos frascos de reagente usados danifica o instrumento e requer uma visita de um
representante da lllumina ao local.

A tabela a seguir fornece opc¢des de solucao de problemas para o icone N/A na tela Process Management

(Gestao de processos):

O icone N/A é exibido na coluna BaseSpace, e a execucao € configurada para fazer upload para o

BaseSpace Sequence Hub.

O icone N/A é exibido na coluna Network (Rede), e a execucgao é configurada para fazer upload para

uma pasta de saida na rede.

Status de execucgao

Uma execugao esta em
andamento

Uma execugao nao esta em

andamento

Acéao para a solucao do problema

Feche a tela Process Management (Gestao de processos), aguarde cerca de 5

minutos e reabra a tela.

de processos).
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Se o icone N/A continuar a ser exibido ap6s a conclusao da agao para a solucao do problema, entre em
contato com o suporte técnico da lllumina. Consulte Assisténcia técnica na pagina 87.

Se o software prejudicar a execucao antes que a clusterizacéo inicie, vocé pode salvar os cartuchos de
reagente, o tubo da biblioteca (inclusive a amostra) e, se for reutilizada imediatamente, a lamina de fluxo,
para uma nova execucao. Quando a clusterizacao € iniciada, os aspiradores penetram no selo de aluminio e
0s reagentes sao transferidos para o tubo da biblioteca e a lamina de fluxo, assim os materiais de consumo e
bibliotecas nao podem ser usados para outra execucao.

Vocé tem duas opgdes para a configuragao de uma nova execucgao usando os cartuchos de reagente, o
tubo da biblioteca e a lamina de fluxo salvos de outra execucao com falhas:

Configurar uma nova execugéo imediatamente: configurar a nova execugcao em até quatro horas apdés a
execucao com falhas. Os cartucho de reagente, o tubo da biblioteca e a lamina de fluxo permanecem
carregados.
r& OBSERVACAO
" Para obter resultados ideais de um fluxo de trabalho do NovaSeq Xp, inicie a nova execugao o mais
breve possivel.

Configurar uma nova execuc¢éo posteriormente: configurar a nova execugéo em até trés semanas apos a
execucao com falhas. Os cartuchos do reagente e o tubo da biblioteca sdo descarregados do
instrumento e armazenados. Os materiais de consumo salvos devem ser identificados com a data e
armazenados sob as condi¢des originais.

r& OBSERVACAO

Alamina de fluxo ndo pode ser reutilizada e deve ser descartada. Entre em contato com o suporte
técnico da lllumina para obter uma lamina de fluxo de reposi¢ao.

Configurar uma nova execucao imediatamente

Se uma execucao com falha usou o fluxo de trabalho do NovaSeq Xp, inicie a nova execugao o mais rapido
possivel para obter resultados ideais.

1 Quando a execucao falhar e o outro lado do instrumento estiver ocioso, reinicie o instrumento. Caso
contrario, selecione Home (Inicio).

2 Configure uma nova execugao.
Deixe a lamina de fluxo atual no lugar.

Abra e feche a porta do refrigerador de reagentes e a gaveta de solu¢cao tampao para solicitar que o
NVCS releia os RFIDs do cartucho de reagente.

Os cartuchos, tubo da biblioteca e Iamina de fluxo podem permanecer no instrumento por até 4 horas
apos a execucao com falha.

5 Esvazie os frascos de reagente usados, se necessario, e devolva-os ao instrumento.

6 Prossiga com a configuracao de execucao.

Configurar uma nova execucao posteriormente

1 Quando a execucao falhar, selecione Home (Inicio).
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2 Configure uma nova execuc¢ao ou limpeza de manutencao para liberar os materiais de consumo do
instrumento.

3 Quando solicitado, remova e armazene 0s seguintes materiais de consumo:
Tampe o tubo da biblioteca e armazene de -25 °C a -15 °C por até trés semanas.
Recoloque os cartuchos de SBS e de cluster no armazenamento de -25°C a -15 °C.
Recoloque o cartucho de tampao no armazenamento de temperatura ambiente, protegido da luz.
Se nao estiverem perfurados, os cartuchos podem ser reutilizados em uma nova execucao.

4 Selecione End (Encerrar) para cancelar a execucao ou limpeza de manutencao e, em seguida, selecione

Yes (Sim) para confirmar o comando.
Vocé pode deixar a limpeza de manutencéo ser concluida, em vez de cancela-la.

Encerrar uma execucgéo no sistema NovaSeq 6000 é uma acao definitiva. O software nado pode retomar a

execugao nem salvar os dados de sequenciamento, e 0s materiais de consumo nao podem ser reutilizados.

1 Selecione End (Encerrar) e entao selecione Yes (Sim) para confirmar o comando.
Se a execucao for encerrada apos a Leitura 1, o software iniciara a limpeza automatica apds a
execucao.

2 Se solicitado, selecione uma das seguintes opcdes de limpeza:

End Run Without Wash (Encerrar execucéo sem limpeza): encerra a execugao e inicia uma limpeza
de manutencéo.
End Run and Wash (Encerrar execucao com limpeza): encerra a execucao e realiza uma limpeza
automatica apds a execucgao.
Cancel (Cancelar): continua com a execugao atual.

Se a execucao for concluida entre a concluséo da clusterizacao e da Leitura 1, o software exibira as

opcdes de limpeza. Caso contrario, o software inicia a limpeza automatica apds a execucéao.

3 Se vocé selecionou End Run Without Wash (Encerrar execucéao sem limpeza), siga as instrucoes do
software para configurar uma limpeza de manutencéo.

Desligar o instrumento com seguranca desliga todos os sistemas e software e desativa a energia do
instrumento. A barra de status passa de verde para branco, indicando que o desligamento esta em
andamento.

Em circunstancias normais, é desnecessario desligar o instrumento.

Se houver um desligamento ou reinicializagéao enquanto o NVCS estiver em execu¢ao, o usuario deve
confirmar essa agao antes do prosseguimento da operacgao.

1 No menu principal, selecione Shutdown Instrument (Desligar instrumento).

2 Depois que a tela ficar em branco, alterne o interruptor, na parte traseira do instrumento, para a posicao

desligado (off).
3 Aguarde pelo menos 60 segundos antes de ligar o instrumento novamente.

J CUIDADO
J Nao mude o instrumento de lugar. A movimentagéo inadequada pode afetar o alinhamento éptico e

comprometer a integridade dos dados. Para obter assisténcia com a relocacao, entre em contato com

seu representante da lllumina.
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O Sistema de sequenciamento NovaSeq 6000 executa o RTA3, uma implementacéao do software Real-Time
Analysis, no instrumento Compute Engine (CE). O RTAS extrai intensidades de imagens recebidas da
camera, executa a identificacao de bases, atribui uma pontuacéo da qualidade de base as identificacdes de
bases, alinha ao PhiX e gera relatérios de dados em arquivos InterOp para exibicao no Sequencing Analysis
Viewer.

Para otimizar o tempo de processamento, o RTA3 armazena informagdes na memoria. Se o RTAS for
desligado, o processamento ndo sera restabelecido e qualquer dado de execucéo processado na memoria
sera perdido.

Entradas do RTA3

O RTAS requer imagens de blocos contidas na memaria local do sistema para processamento. O RTA3
recebe informacdes da execucao e comandos do NVCS.

Saidas do RTA3

As imagens de cada canal de cor sdo passadas na memoria para o RTA3 como blocos. Nessas imagens, o
RTA3 gera um conjunto de arquivos de identificacao de bases com pontuacao de qualidade e arquivos de
filtro. Todas as outras saidas sao arquivos de saida de apoio.

Tipo de arquivo Descricao

Arquivos de identificacao Cada bloco analisado € incluido em um arquivo de identificacao de bases concatenado
de bases (*.cbcl). Blocos de mesma cavidade e superficie sdo agregados em um arquivo *.cbcl
para cada cavidade e superficie.

Arquivos de filtro Cada bloco produz um arquivo de filtro (*.filter) que especifica se um cluster passa pelos
filtros.

Arquivos de localizacao Os arquivos de localizacao de cluster (*.locs) contém as coordenadas X e Y para cada

de cluster cluster em um bloco. Um arquivo de localizagao do cluster € gerado para cada execuc¢ao.

Os arquivos de saida sdo usados para analise posterior no BaseSpace Sequence Hub. Vocé também pode
usar o software de conversao bcl2fastq para a conversao de FASTQ e de solugdes de analise de terceiros.
Os arquivos NovaSeq exigem o software de conversao bcl2fastq2 v2.19 ou posterior. Para obter a versao
mais recente do bcl2fastg?, visite a pagina de downloads do bcl2fastg no site da lllumina.

O RTAS3 fornece medidas em tempo real da qualidade da execucéao armazenadas como arquivos InterOp,
que sdo uma saida binéria que contém medidas de blocos, ciclos e nivel de leitura. E necessario ter arquivos
InterOp para visualizar medidas em tempo real usando o0 Sequencing Analysis Viewer. Para obter a versao
mais recente do Sequencing Analysis Viewer, acesse a pagina de analise de download do Sequencing
Analysis Viewer no site da lllumina.

Tratamento de erros

O RTAGS cria arquivos de registro e os grava na pasta Logs (Registros). Os erros sao gravados em um arquivo
de texto em formato de arquivo *.log.

Os arquivos de registro a seguir sao transferidos para o destino de saida final ao término do processamento:
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info_00000.log resume eventos importantes da execugao.
error_00000.log lista erros que ocorreram durante uma execucao.
warning_00000.log lista avisos que ocorreram durante uma execucao.

Blocos da lamina de fluxo

Os blocos sao pequenas areas de imagem na lamina de fluxo. A cAmera captura uma imagem de cada feixe,
que é dividida pelo software em blocos para processamento no RTA3. O numero total de blocos depende
de quantas cavidades, feixes e superficies sao captadas na lamina de fluxo.

As laminas de fluxo SP tém um total de 312 blocos.
As laminas de fluxo S1 tém um total de 624 blocos.
As laminas de fluxo S2 tém um total de 1.408 blocos.
As laminas de fluxo S4 tém um total de 3.744 blocos.

Tabela 21 Blocos da lamina de fluxo

Componente

da lamina de SP St S2 S4 Descricao

fluxo

Cavidades 2 2 2 4 Uma cavidade é um canal fisico com portas de entrada e de
saida.

Superficies 1 2 2 2 As laminas de fluxo S1, S2 e S4 sdo captadas em duas
superficies: superior e inferior. A imagem da superficie superior de
um bloco é captada primeiro. A lamina de fluxo SP é captada
somente na superficie inferior.

Feixes por 2 2 4 6 Um feixe € uma coluna em uma cavidade da lamina de fluxo que

cavidade a camera capta como uma imagem.

Blocos por 78 78 88 78 Um bloco é uma porcao de um feixe e apresenta uma area com

feixe imagens na lamina de fluxo.

Total de 312 624 1408 3744  Cavidades x superficies x feixes x blocos por feixe € igual ao

blocos numero total de blocos.

gerados

Nomenclatura do bloco

O nome do bloco € um numero de cinco digitos que representa a posicao do bloco na lamina de fluxo. Por
exemplo, o nome do bloco
1_1205 indica cavidade 1, superficie superior, feixe 2, bloco 5.

O primeiro digito € o numero da cavidade:
1 ou 2 para uma lamina de fluxo SP, S1 ou S2.
1, 2, 3 ou 4 para uma lamina de fluxo S4.
O segundo digito representa a superficie: 1 para superior € 2 para inferior.

Para a lamina de fluxo SP, o segundo digito sempre é 2, porque esta lamina de fluxo s6 tem uma
superficie inferior.
O terceiro digito representa o numero do feixe:

1 ou 2 para uma lamina de fluxo SP ou S1..

1, 2, 3ou 4 para uma lamina de fluxo S2.

1,2, 3, 4, 50u 6 para uma lamina de fluxo S4.
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Os ultimos dois digitos representam o numero do bloco. A numeragéo comega com 01 na extremidade
de saida da lamina de fluxo e vai até 88 ou 78 na extremidade de entrada.

01 a 78 para uma lamina de fluxo SP, S1 ou S4.

01 a 88 para uma lamina de fluxo S2.

Registro Registra o local de cada cluster na lamina de fluxo em forma padréo.
Extragéo devintensidade Determina um valor de intensidade para cada cluster.
Corregéao :ie phasing Corrige os efeitos dos processos de phasing e prephasing.
Identificagé:o de bases Determina uma identificagao de bases para cada cluster.
Pontuagéo ;e qualidade Atribui uma pontuacao de qualidade para cada identificagcao de bases.
Registro

O registro alinha uma imagem a matriz hexagonal de nanowells na lamina de fluxo, em forma padrdo. Devido
ao arranjo ordenado dos nanowells, as coordenadas X e Y para cada cluster em um bloco séo
predeterminadas. As posicoes de cluster sdo gravadas em um arquivo local do cluster (s.locs) para cada
execucao.

Se o registro falhar para qualquer imagem em um ciclo, as identificacdes de bases nao seréo geradas para o
bloco no ciclo. Use o Sequencing Analysis Viewer para identificar as imagens que apresentaram falha no
registro.

Extracao de intensidade

Apos o registro, a extracdo de intensidade calcula um valor de intensidade para cada nanowell em uma
determinada imagem. Se o registro falhar, a intensidade para aquele bloco ndo podera ser extraida.

Correcao de phasing

Durante a reagcao de sequenciamento, cada fita de DNA em um cluster se estende por uma base por ciclo.
Os processos de phasing e prephasing ocorrem quando uma fita fica fora de fase com o ciclo de
incorporacao atual.

O phasing ocorre quando uma base fica para tras.
O prephasing ocorre quando uma base fica adiantada.
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Figura 31 Phasing e prephasing

A

A Leitura com uma base em phasing
B Leitura com uma base em prephasing

O RTA 3 corrige os efeitos do phasing e do prephasing, o que potencializa a qualidade dos dados em cada
ciclo ao longo da execucao.

Identificacao de bases

Aidentificacao de bases determina uma base (A, C, G ou T) para cada cluster de um determinado bloco em
um ciclo especifico. O Sistema de sequenciamento NovaSeq 6000 utiliza sequenciamento de dois canais, o
que requer apenas duas imagens para codificar os dados de quatro bases de DNA, uma imagem do canal
vermelho e outra do canal verde.

A auséncia de identificacéo é designada como N. Isso ocorre quando um cluster nao passa pelo filtro, o
registro falha ou um cluster € deslocado para fora da imagem.

As intensidades para cada cluster sdo extraidas das imagens vermelhas e verdes e comparadas entre si, 0
que resulta em quatro populacées distintas. Cada populacéo corresponde a uma base. O processo de
identificacao de bases determina a que populacao cada cluster pertence.

Figura 32 Visualizacao de intensidades de clusters

Tabela 22 Identificacdes de bases em sequenciamento de dois canais

Base il Canal verde Resultado
vermelho
A 1 (ligado) 1 (ligado) Clusters que mostram intensidade nos canais vermelho e verde.
1 (ligado) 0 (desligado) Clusters que mostram intensidade apenas no canal vermelho.
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Canal

Base Canal verde Resultado
vermelho
G O (desligado) 0 (desligado) Clusters que ndo mostram nenhuma intensidade em locais de cluster
conhecidos.
T 0 (desligado) 1 (ligado) Clusters que mostram intensidade apenas no canal verde.

Passagem de clusters pelofiltro

Durante a execucao, o RTAS filtra os dados brutos para remover leituras que n&o estao de acordo com o
limite de qualidade dos dados. Clusters de sobreposicéao e de baixa qualidade s&o removidos.

Para a analise de dois canais, 0 RTA3 usa um sistema de base populacional para determinar a pureza
(medida de pureza de intensidade) de uma identificacao de bases. Os clusters passam pelo filtro (PF)
quando ndao mais que uma identificacdo de bases nos primeiros 25 ciclos tem uma pureza inferior a um limite
fixo. O alinhamento PhiX é realizado no ciclo 26 em um subconjunto de blocos para clusters que passaram
pelo filtro. Os clusters que ndo passam pelo filtro ndo passam pelo processo de identificacao de bases nem
520 alinhados.

Pontuacoes de qualidade

Uma pontuacao de qualidade (Q-Score) € uma previsao da probabilidade de uma identificacao de bases
errada. Uma Q-Score mais alta indica que uma identificacao de bases tem mais qualidade e probabilidade
de estar correta. Apos a determinacao da Q-Score, 0s resultados sao registrados em arquivos de
identificacao de bases (*.cbcl).

A Q-Score sucintamente comunica pequenas probabilidades de erro. As pontuacdes de qualidade séo
representadas como Q(X), onde X é a pontuacéo. A tabela a seguir mostra a relagao entre uma pontuacao
de qualidade e a probabilidade de erro.

Q-Score Q(X) Probabilidade de erro
Q40 0,0001 (1 em 10.000)
Q30 0,001 (1 em 1.000)
Q20 0,01 (1 em 100)

Q10 0,1 (1 em 10)

Pontuacao de qualidade e relatorios

A pontuacao de qualidade calcula um conjunto de prognosticadores para cada identificacéo de bases e usa
esses valores para consultar o Q-score em uma tabela de qualidade. Tabelas de qualidade sao criadas para
fornecer previsdes de qualidade com precisdo ideal para execugdes geradas por uma configuragao
especifica de plataforma de sequenciamento e versao de quimica.

[5 OBSERVACAO
" A pontuacao de qualidade se baseia em uma versao modificada do algoritmo Phred.

O RTAS atribui a cada identificacao de bases uma de trés pontuacdes de qualidade com base na confianca
da identificacao de base. Esse modelo de relatério de Q-score reduz os requisitos de espaco de
armazenamento e largura de banda sem afetar a precisao e o desempenho.

Para obter mais informacgdes sobre a pontuacao de qualidade, consulte Pontuacdes de qualidade do
sistema NovaSeq ™ 6000 e software RTA3 (Pub. N.° 770-2017-010).
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O NVCS gera o nome da pasta de saida automaticamente.
= Config: definicdes de configuracao para a execugao.
= Logs: arquivos de log que descrevem etapas operacionais, andlise de instrumentos e eventos do RTAS.
([~ Data (Dados)
("™ Intensities (Intensidades)
[~ BaseCalls (Identificactes de bases)

= LOO[X]: arquivos de identificacao de bases (*.cbcl) agregados em um arquivo por cavidade,
superficie e ciclo.

Els.locs: o arquivo dos locais do cluster para a execugao.
= InterOp: arquivos binarios usados pelo Sequencing Analysis Viewer.
= Recipe (Receita): arquivo de receita especifico para a execucéo.
(= Thumbnail Images (Imagens em miniatura): imagens em miniatura para cada 10° bloco.
= LIMS: 0 arquivo (*.json) de configuracéo da execucéo, se aplicavel.
E RTA3.cfg
E Runinfo.xml
El RunParameters.xml
=l RTAComplete.txt
=l CopyComplete.txt
B SampleSheet.csv — Planilha de amostras ou outro arquivo anexado, se aplicavel.

= SequenceComplete.txt
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Tipo de arquivo

Arquivos de identificagao
de bases

Arquivos de localizacao
de cluster

Arquivos de filtro

Arquivos InterOp

Arquivo de informagoes
da execucao

Arquivos de miniaturas

Descricao, local e nome do arquivo

Cada cluster analisado € incluido em um arquivo de identificacao de bases, agregado em um
arquivo por ciclo, cavidade e superficie. O arquivo agregado contém a identificagcao de bases e
a pontuacgéo de qualidade codificada de cada cluster. Os arquivos de identificagdo de base sao
usados pelo BaseSpace Sequence Hub ou bcl2fastg2.

Data\Intensities\BaseCalls\LOO1\C1.1

L[lane]_[surface].cbcl, por exemplo LO01_1.cbcl

Para cada lamina de fluxo, um arquivo de localizagcéo do cluster binario contém as
coordenadas XY para os clusters em um bloco. Um layout hexagonal que corresponde ao layout
nanowell da lamina de fluxo predefine as coordenadas.

Data\Intensities (Dados\Intensidades)

s_[cavidade].locs

O arquivo de filtro especifica se um cluster passou pelos filtros. Os arquivos de filtro séo gerados
no ciclo 26 usando 25 ciclos de dados. Um arquivo de filtro € gerado para cada bloco.
Data\Intensities\BaseCalls\L0O1

s_[lane]_[tile].filter

Arquivos binarios de relatorios utilizados para o Sequencing Analysis Viewer. Os arquivos InterOp
sao atualizados ao longo da execugao.
Pasta InterOp

Lista o nome da execuc¢ao, o numero de ciclos em cada leitura, se a leitura € uma leitura de
indice e o numero de feixes e blocos da lamina de fluxo. O arquivo de informacdes da execucéo
é criado no inicio da execucéo.

[Pasta principal], Runinfo.xml

Quando ativada, uma imagem em miniatura para cada 10° bloco em cada canal de cor
(vermelho e verde).

Thumbnail_Images\LOO1\C[X.1]: os arquivos sdo armazenados em uma subpasta para cada
ciclo.

s_[lane]_[tile]_[channel].jpg: a imagem em miniatura inclui o niumero do bloco.
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O sistema operacional Windows que executa o computador de controle do instrumento inclui configuracdes
de seguranca que impedem a execucéao de software indesejado. As informacdes neste apéndice descrevem
as configuracdes e como personaliza-las para atender as suas necessidades.

Sob circunstancias normais, ndo € necessario alterar as configuracdes de seguranca padrao. Se necessario,
certifique-se para que um administrador experiente gerencie a alteragdo apos um planejamento cuidadoso.

J CUIDADO

. Como essas configuragdes afetam o desempenho do sistema e podem comprometer a seguranca, entre
em contato com o suporte técnico da lllumina quando nao estiver claro se uma configuracao precisa ser
editada ou se o impacto for desconhecido.

A tabela a seguir identifica as politicas de senha necessarias para o computador de controle. O software
solicita uma alteracao de senha no primeiro login.

Tabela 23 Politicas de senha padrao

Politica Configuracao de seguranca
Aplicar o histérico de senhas 5 senhas memorizadas
Duragcao maxima da senha 180 dias

Duragao minima da senha 0 dia

Tamanho minimo da senha 10 caracteres

A senha deve atender aos requisitos de complexidade Desativado

Armazenar senhas usando criptografia reversivel Desativado

O firewall do Windows protege o computador de controle filtrando o trafego de entrada para remover
possiveis ameacas. O firewall é ativado por padrao para bloguear todas as conexdes de entrada. Mantenha
o firewall ativado e permita conexdes de saida. Para obter mais informacdes sobre conexdes de saida,
consulte o Guia de preparacao do local da série NovaSeq (documento n.° 1000000079360).

O Kit de Ferramentas Aprimorado da Experiéncia de Mitigacéo (EMET) impede a exploragao de
vulnerabilidades de software e fornece o recurso Confiancga certificada. O recurso detecta e interrompe
ataques que usam certificados mal-intencionados.
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As politicas de restricao de software (SRP) do Windows usam regras para permitir que se execute apenas o
software especificado. Para o NovaSeq 6000, as regras das SRP sdo baseadas em certificados, nomes de
arquivos e extensoes e diretdrios.

Por padrao, as SRP sao ativadas para evitar a execucao de um software indesejado no computador de
controle. Um representante de IT ou administrador do sistema pode adicionar e remover regras para
personalizar o nivel de seguranca. Se o sistema for adicionado a um dominio, o objeto de politica de grupos
(GPO) local podera modificar as regras automaticamente e desativar as SRP.

CUIDADO

. Desativar a politica de restricdo de software impede a protecao fornecida. A alteracao das regras substitui
as protegdes padrao.

Regras de SRP permitidas

No Sistema de Sequenciamento NovaSeq 6000, as SRP assumem o padrao para permitir as seguintes
regras.

Certificados
DigitalSystems
[llumina, Inc.
NovaSeq

Arquivos executaveis
Portmon.exe
Procmon.exe
Procmon64.exe
Tcpview.exe

Extensdes de arquivos
*.bin
*.cbcl
*.cfg
*.config
*.csv
*.dat
*.focus
*.imf1
*.ims

Jpg
*.json
*.Ink
*.locs
*.log
*.manifest
*.sdf

* tif

*ixt

*.xml

*

Diretérios
%HKEY_LOCAL_MACHINE\SOFTWARE\Microsoft\Windows\CurrentVersion\ProgramFilesDir%
%HKEY_LOCAL_MACHINE\SOFTWARE\Microsoft\Windows NT\CurrentVersion\SystemRoot%
C:\CrashDumps\*
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Diretérios

C:\lllumina\*

C:\lllumina Maintenance Logs\*
C:\LocalSymbols\*

C:\Program Files (x86)\Chromium\Application\*

C:\Program Files (x86
C:\Program Files (x86

\EMET 5.5\*
\lllumina\*

)
)
)
)

C:\Program Files (x86)\Internet Explorer\*

C:\Program Files (x86)\LibreOffice 5\*

C:\Program Files\lllumina\*

C:\ProgramData\lllumina\*

C:\ProgramData\Package Cache\*
C:\Users\sbsusenAppData\Loca\Temp\Citrix\*
C:\Users\sbsusenAppData\Local\Temp\CitrixLogs\*
C:\Users\sbsuser\Desktop\FSE turn over to customer.bat
D:\lllumina\*

Adicionar e remover regras de SRP

Adicione e remova regras de SRP para personalizar a seguranca do sistema. A modificacao das regras
requer a desativacao temporaria das SRP.

J

CUIDADO
A desativacao das SRP cancela as protecdes padrao.

Faca login no sistema operacional.

Desative as SRP:

a Navegue até o diretdrio C:\lllumina\Security.
b Clique duas vezes em Disable.reg.
¢ Selecione Yes (Sim) para confirmar as alteracoes.

Ao usar a interface da tela de toque, tocar e manter por cerca de dois segundos € equivalente a um
clique com o botéo direito do mouse.

Selecione Start (Iniciar) e, em seguida, Run (Executar).
No campo Open (Abrir), insira secpol.msc.

Na caixa de dialogo Local Security Policy (Politica de seguranca local), expanda Software Restriction
Policies (Politicas de restricao de software) e selecione Additional Rules (Outras regras).

Para adicionar uma regra:

a No menu Action (Acao), selecione New Path Rule (Nova regra de caminho).

b No campo Path (Caminho), insira o certificado, 0 nome do arquivo, a extensao do arquivo ou o
diretdrio que vocé deseja permitir.

¢ Nallista do nivel Security (Seguranca), selecione Unrestricted (Irrestrito).

d [Opcional] No campo Description (Descricao), insira 0 motivo para criar a regra.

e Selecione OK para adicionar a regra.

Para excluir uma regra:

a Selecione a regra que deseja excluir e, em seguida, selecione Delete (Excluir).
b Selecione Yes (Sim) para confirmar a excluséo.
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8 Feche a caixa de didlogo Local Security Policy (Politica de seguranca local).

9 Restabeleca o SRP imediatamente:

a Navegue até o diretorio C:\lllumina\Security.
b Clique duas vezes em Enable.reg.

10 Se asregras de SRP foram modificadas pela primeira vez, faga logoff € depois faca login novamente para
que as regras tenham efeito.
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% PF 75
%PF 30, 39

adverténcias 8
ajuda 67

documentagao 2

pool de bibliotecas 34, 43
algoritmo Phred 75
alvo de alinhamento éptico 5, 51
amplificacéao 2
analise 26
aplicacoes 1
aquisicdo de imagens 13
armazenamento de bibliotecas 36, 46
armazenamento de Kits de reagentes 12
armazenamento dos kits de reagentes 16
arquivos

especifico para a execugao 67
arquivos CBCL 3, 58, 75
arquivos de filtro 71, 77
arquivos de identificacao de bases 71
arquivos de identificacdes de bases 77
arquivos de log 67
arquivos de registro 71
arquivos InterOp 8, 67, 71, 77
arranhdes, laminas de fluxo 46, 51
assisténcia técnica 87
atividades apds a execucao 60
auséncia de identificacdes 73

bandeja coletora 68

banhos-maria 31, 40

barra de luzes 5, 70

barra de status 5, 70

BaseSpace Enterprise 25

BaseSpace Sequence Hub 1, 26
conexao e desconexao 55
suporte 3

bcl2fastg2 26, 71

bibliotecas
armazenamento 36, 46, 69
controle de qualidade 30, 39
diluicdo 36

Documenton.® 1000000019358 v11 PTB Material n.° 20023471
Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagndstico.

quantificacéo 30, 39
blocos 2, 13, 71
boletins de suporte 67
bolhas 48

calculadora, pool 34, 43
cameras 1, 5, 72
canal verde 74
canal vermelho 74
cartucho de cluster 12
cartucho de tampéo 54, 64
cartuchos
empilhamento 15
cartuchos de empilhamento 15
cartuchos de limpeza 61-62, 64
cartuchos de reagente
armazenamento 69
descarga 53
preparacao 31, 40
cartuchos de reagentes
armazenamento 12
etiquetagem 11
rotulagem 14
cavidades 13, 72
cavidades enderecadas individualmente 3

cavidades individualmente enderecaveis 16

CE 9, 71
ciclos de sequenciamento 58
cdédigo do lote 18
coletores NovaSeq Xp 46
armazenamento 16
compartimento de liquidos 14
compartimento de tampao 54
compartimentos 5
complexidade 33, 43
componentes do kit 28
computador de controle 78
Compute Engine 9, 59, 71
concentracéo de carga 2, 30, 39
condicdes de armazenamento 18
conectividade do sistema 67
conexdes de entrada 78
conexoes de saida 78
Confianca certificada 78
configuracao do LIMS 22
configuracdes de andlise 21
configuracdes de execucao 21
configuracdes de seguranca 78
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configuracdes do kit 11
configuracdes padrao 21, 25
configuracdes, seguranca 78
conta de administrador 80
contaminacao cruzada 7, 60
controle de qualidade 30, 39
conversao de FASTQ 26

execucoes
escalonamento 58
exclusao 9
medidas 57, 71
monitoramento 25, 55
pausando 58
retomada 70

conversao FASTQ 71 execucoes de leitura unica 55
cores do grafico 57 execucoes de seguenciamento
exclusao 59

dados de armazenamento 55

dados de desempenho do instrumento 21-22 fabricante 18
dados de integridade 21-22 falha de alinhamento 67
datas de vencimento 18 falhas de registro 73
descarga de cartuchos de reagente 53 feixes 2, 13, 72
descarte de formamida 15, 59 fichas de dados de seguranca 7
desligamento 70 filtragem de clusters 75
diagnostico 5 filtro de pureza 75
diluentes 36, 45 firewalls 78
diluicao de bibliotecas 36 fixacdes, lamina de fluxo 5
biblioteca fluxo de trabalho 24
diluicao 46 fluxo de trabalho do NovaSeq Xp 24

diluicao de hidroxido de sédio 36, 45 fluxo de trabalho Padrao 24
discorigido 9, 21-22, 59 formato da planilha de amostras 26
documentagéo 2, 87 fornecedores 27

dominio, BaseSpace Sequence Hub 25

duracéao da clusterizacao 58

duracao da execucéao 57

duragoes geracao de imagens 2, 71-72

clusterizacéo 58 . geragéo de modelo 73
execugao de sequenciamento 57 Gestéo de processos 58

limpeza automatica apds a execucao 60 GPO 79
limpeza de manutencao 61

hidroxido de sodio, diluicao 36, 45

economizar tubos de biblioteca 69 hipoclorito de sédio 60, 62

eliminagao de reagentes usados 7

EMET 78
energia 20
erros 8, 67 )

probabilidade 75 icone 18
espago em disco 9, 67 icones 9
especificagdes 11 icones piscantes 8
Especificacdes de congeladores 29 !'COHGS, piscantes 8
especificacdes de refrigeradores 29 imagens 71
estégio da lamina de fluxo 5, 51 inicializagao 20

instrumentos que se movem 70

Etapas do sequenciamento 2
intensidades de cluster 73

etiquetas, componentes do kit 11
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juntas 13, 46, 51
juntas, transbordamento 48

lamina de fluxo de limpeza 61
laminas de fluxo
armazenamento 12, 46
arranhoes 46, 51
especificacdes 11
etiquetagem 11
limpeza 46, 51
laminas de fluxo com duas cavidades 13
laminas de fluxo com quatro cavidades 13
laminas de fluxo em padrao 1
laminas de fluxo padronizadas 13
leitura 2
Leitura 1 70
leituras de indice 55
leituras, numeros de 11
ligamento 20
limpezas
duracao 60-61
frequéncia 61
limpezas de manutencao
materiais de consumo 27, 61
solugdes de limpeza 62
LIMS 1, 21
LIMS de terceiros 23
lista de excecoes, SRP 79
locais de cluster 71, 77
locais de host 25
luvas, troca 32, 41, 64

manutencao preventiva 61
manutencao, preventiva 61
materiais de consumo
agua aprovada para uso em laboratorio 29
descarga 59
descarregamento 60, 65
diluicao e desnaturacao 27
embalagem 18
limpezas de manutencao 61
materiais de consumo de sequenciamento 27
meétodos de andlise 3
miniaturas 77
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mistura master de ExAmp 2
Mistura master de ExAmp 48
modos 11

modos de execucao 21

nanowells 73

NaOCI 60, 62

nome da pasta de saida 76

normalizacao 33, 43

nova hibridizacéao 23

NovaSeq Xp, definido 3

nucleotideos 74

numeragao de bloco 72

numeragao de cavidades 16, 48

numeracgao de pogos 48

numeracao de superficie 72

numeragao, pogos 16

numero de ciclos 55

numeros de catalogo 11

materiais de consumo fornecidos pelo

usuario 27

numeros de ciclos 58

ndmeros de peca 18

objeto de politica de grupos 79

Optica 5

orientacdes sobre agua aprovada para uso em
laboratdrio 29

pacote do software 8
Padrao, definido 3
padroes SRP 79
paginas de suporte 67
parametros de execucéao, LIMS 23
passagem de clusters pelo filtro 30, 39, 57
passagem pelo filtro (PF) 75
pasta de configuracao da execugao 22-23
pasta de configuracao de execucgdes 21
pasta de saida 21-22
pausando execucoes 58
phasing e prephasing 73
PhiX

alinhamento 71

numeros de catalogo 27
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spike-in 35, 45 Runinfo.xml 67, 77
pipetas 29
planilhas de amostras 25, 55
plataforma 46, 51

componentes 17
Plataforma do NovaSeq Xp 46
plataforma NovaSeq Xp 51
pocos de coletor NovaSeq Xp, numeracao 16
pocos de entrada 16
politicas de senha 78
pool de bibliotecas 34, 43
Pooling Calculator 34, 43
portas USB 5
posicao n.° 30 59, 64
posicdes do aspirador 60
posicoes do aspirador de liquidos 65
preparagao dolocal 2, 78 software de controle 8
primers personalizados 2.’ j6, 55 solugzo de limpeza 14
privilégios, conta de administrador 80 spike-in, PhiX 35, 45
problemas de fluxo de reagentes 68
produtos quimicos perigosos 7, 18

salvar cartuchos de reagentes 69
seguranca 79

personalizagao 80
sem identificacdes 74
sensores 5, 64, 67
sequenciamento de dois canais 2, 74
Sequencing Analysis Viewer 71, 73
Servico de cdpia universal 8-9, 58
Servico de monitoramento lllumina Proactive 22
sistema de fluxo de reagentes 7, 62
sistema operacional 20, 78
site, suporte 67

suporte ao cliente 87
suporte da lamina de fluxo 51
suportes da tampa 32, 41

Q-scores 57

Q-Scores 75

qualidade dos dados 75
quantificacéo 30, 39

tabelas de qualidade 75
tamanhos de insercao 34, 44
técnica, ajuda 87

tela de sequenciamento 57
transbordamento 32, 41, 68
transferéncia de dados 9, 59

racks com fios 31, 40 treinamento on-line 2

racks de descongelamento 31, 40 tubos da biblioteca

rastreamento de amostra 15 armazenamento 36

reagentes de desnaturacao 36, 45 armazenamento no cartucho 69

reagentes DPX, armazenamento 16 tubos de biblioteca 15, 69

reagentes ExAmp 12 armazenamento 12, 69
armazenamento 16 Tween 20 62

descongelamento 42
meétodos de mistura 3
Reagentes ExAmp 48
reagentes usados 7, 32, 41, 53
Real-Time Analysis 1, 8
refrigerador 7
refrigerador de reagentes 7
registros de erro 71
reinicio apds o desligamento 70
relocacao de instrumento 70
rendimento 57
retomada de execugdes 70
RFID 12, 67 white papers 75

valores de intensidade 73
vazamentos 68

verificacdes antes da execugao 67
verificagcdes automatizadas 67
volume de carga 2
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Windows
seguranca 79

Documento n.® 1000000019358 v11 PTB Material n.° 20023471
Somente para pesquisa. Nao deve ser usado para procedimentos de diagndstico.

86



Assisténcia técnica

Para obter assisténcia técnica, entre em contato com o Suporte técnico da

llumina.

Site:
E-mail:

Telefones do suporte ao cliente da llumina

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Regiao

Ligacao gratuita

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

Cingapura +1.800.579.2745

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

+31 207132960

Reino Unido

+44 8000126019

+44 2073057197

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

Outros paises

+44.1799.534000

Fichas de dados de seguranga (SDSs) — Disponiveis no site da lllumina em support.illumina.com/sds.html.
Documentagao do produto — Disponivel para download em PDF no site da lllumina. Acesse

support.illumina.com, selecione um produto e depois selecione Documentation & Literature (Documentacao

e literatura).
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