‘ ONE LAMBDA INSTRUCAO DE USO

A Thermo Fisher Scientific Brand

AllType™ NGS 11 Loci Amplification Kit

REF N.° de Catalogo ALL-11L (também aplicavel para 8 e 9 loci)

IVD Para utilizagdo em diagnosticos in vitro (Unido Europeia e Brasil).
Nao se destina a venda nos EUA ou no Canada.

UTILIZAGAO PREVISTA

A utilizac@o prevista para o AllType NGS 11 Loci Amplification Kit é na amplificacéo e
sequenciamento de genes HLA (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DRB3/4/5, -DQAL, -DQB1, -DPA1l
e -DPB1) numa plataforma de sequenciamento NGS.

RESUMO E EXPLICACAO

Este folheto informativo do produto descreve como preparar as bibliotecas compativeis com o lon S5, lon GeneStudio S5
Series Sequencer e lllumina® MiSeq® e iSeq® System com base em amplicons gerados com o AllType NGS 11 Loci
Amplification Kit. Seguindo-se o protocolo descrito neste folheto informativo do produto, geram-se 0s seguintes amplicons
PCR, abrangendo regifes altamente variaveis dos genes:

Tabela 1

Locus Regiéo alvo
HLA-A Gene completo
HLA-B Gene completo
HLA-C Gene completo
HLA-DRB1 Exon2a 3 UTRM
HLA-DRB3/4/5 Exon2a 3 UTR M
HLA-DQB1 Exon2a 3 UTR M
HLA-DPB1 Exon2 a3 UTR 1
HLA-DQAL1 Gene completo
HLA-DPA1 Gene completo

[2] Inclui sequéncia intrénica

Apos a amplificacdo, os amplicons AllType séo incluidos nos passos restantes do fluxo de trabalho e manipulados com
varios kits de reagentes lon Torrent ou lllumina.

PRINCIPIO(S)

A tipagem dos genes de antigeno leucocitario humano (HLA) do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) em
seres humanos é um teste essencial de diagnostico para transplantes de 6rgdos e medula, varias associagfes de
doencas e farmacogenética para a triagem de hipersensibilidade a medicamentos (1, 2). Em virtude da grande
diversidade de polimorfismos e sequéncias homdlogas em genes HLA, as tecnologias de sequenciamento de
proxima geracéo (NGS) que permitem a sequenciamento clonal de genes completos, ou quase completos, estdo a
tornar-se um método necessario para gerar os resultados de tipagem da mais alta resolucao.

Os produtos AllType NGS geram produtos de amplificagdo com alvos especificos para multiplos genes HLA numa Unica
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) multiplex. Os dados de sequenciamento de DNA para tipagem HLA s&o obtidos
processando-se o produto amplificado com um fluxo de trabalho de biblioteca de fragmentacdes para preparar uma
biblioteca que possa ser sequenciada com as plataformas sequenciadoras lon S5, lon GeneStudio S5 ou lllumina
MiSeq.
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O AllType NGS 11 Loci Amplification Kit foi concebido e otimizado para gerar uma quantidade quase equimolar de cada
alvo para oferecer uma cobertura de sequenciamento adequada. Os dados resultantes sdo analisados com o
TypeStream™ Visual NGS Analysis Software para gerar atribuicdes de alelos de HLA de alta resolucéo.

REAGENTES

A. Identificacdo

Componentes do AllType NUmero de Funcionalidade
NGS 11 Loci Amplification Kit Catéalogo
AllType Buffer ALL-BUF Cria 0 ambiente ibnico correto para a polimerase de DNA
durante um processo de PCR
Estende os primers para que se tornem um produto de
AllType Polymerase ALL-POL amplificagdo do comprimento total com dNTPs
Oferece uma unidade de estruturacdo para um produto
AllType dNTPs ALL-NTP de amplificacdo por uma polimerase de DNA
Oferece a especificidade da sequéncia do alvo para uma
AllType 11 Loci Primer Mix ALL-P11L | reacd@o de amplificagdo por uma polimerase de DNA em
PCR

B. Atencéo ou Aviso
1. Atencé&o/Aviso: Consultar a ficha de dados de seguranca dos materiais para obter
informacg@es detalhadas. As Fichas de Dados de Seguranca individuais podem ser obtidas
em www.onelambda.com e/ou www.thermofisher.com

C. Preparacédo dos reagentes para utilizacédo
1. Consultar Procedimento

D. Instru¢des de armazenamento:

O AllType NGS 11 Loci Amplification Kit pode ser armazenado com seguranga a temperatura
de -20 °C na caixa do produto. O produto pode ser congelado/descongelado até 3 vezes.
Evitar o manuseamento desnecessario. Recomendamos que mantenha o pacote completo
intacto e armazenado apés a sua rececao, até a sua utilizagdo. Consultar as condi¢cbes de
armazenamento dos componentes individuais no rétulo do produto.

E. Purificag@o ou tratamento necessarios para utilizagdo
Consultar Procedimento
F. Indica¢Bes de instabilidade

Se 0 pacote estiver danificado, os componentes do produto (exceto o componente ALL-POL)
chegarédo em estado descongelado ou com vazamento; ndo utilizar. Nesse caso, contactar o
servigo de Apoio Técnico do Distribuidor Brasileiro Autorizado ou da One Lambda:

REQUISITOS DO INSTRUMENTO

Consultar Procedimento

COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS
A. Tipo de amostra

e As amostras, tais como sangue periférico anticoagulado, linfécitos cultivados e células epiteliais bucais, foram
validadas com o AllType NGS 11 Loci Amplification Kit. O DNA pode ser isolado das amostras por até 2 semanas
apos a extracgdo inicial do sangue ou a coleta das células epiteliais bucais, embora se recomende que as
amostras sejam processadas dentro de 2 a 3 dias apés a coleta (4, 5).
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B. Coletada amostra

Sangue total ou linfécitos isolados (buffy coat) devem ser coletados em anticoagulantes ACD ou EDTA. As
amostrasde esfregagos bucais devem ser coletadas com swabs validados para coleta de células epiteliais,
armazenados num recipiente vedado para evitar a evaporacao excessiva.

C. Métodos de extracdo de DNA

O AllType NGS 11 Loci Amplification Kit foi validado com o QIAamp DNA Blood Mini Kit manual (QIAGEN, N.°/ID
Cat.: 51104) e o MagMAX™ DNA Multi-Sample Ultra Kit automatizado (Thermo Fisher Scientific, N.° Cat. A25597)
e o KingFisher Flex Purification System (Thermo Fisher Scientific, N.° Cat. 5400630, 5400610). Alternativamente, o
DNA pode ser extraido com outros métodos e equipamentos que sejam validados pelo utilizador para isolar o DNA
amplificavel em PCR para um PCR multiplex.

As amostras ndo devem conter nenhum inibidor de polimerase de DNA nem devem voltar a ser suspensas em
solucdes contendo agentes quelantes, como EDTA, com concentracdo superior a 0,1 mm.

A amostra de DNA a utilizar para o PCR devera ser ressuspensa em agua esterilizada ou em 10 mm de Tris-HCI,
pH 8,0 a 9,0, numa concentragéo 6tima de 25 ng/ul com um método fluorométrico como o Fluorémetro Qubit™ e
o0Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

Outras especificagbes usadas devem ser validadas pelo laboratoério.

D. Armazenamento da amostra extraida

As amostras de DNA podem ser usadas imediatamente depois de extraidas ou armazenadas a uma temperatura
de até -20 °C.

As amostras de DNA devem ser mantidas a temperatura de até 4 °C para conservar a sua integridade durante o
transporte.

Evitar a exposicao a gelo seco utilizando embalagens impermeaveis a gés.

PROCEDIMENTO

A. Materiais fornecidos

Componente SKU Quantidade Quant.
AllType 11 Loci Primer Mix ALL-11L 1 frasco 500 pl
AllType Buffer ALL-BUF 1 frasco 500 pl
AllType Polymerase ALL-POL 1 frasco 200 pl
AllType dNTPs ALL-NTP 1 frasco 100 pl

B. Materiais necessarios, mas néao fornecidos

Materiais gerais e consumiveis

Obrigatério | Obrigatdrio

e o
Descrigéo Fornecedor MLl paralon | para lllumina

Placas de PCR de 96 pocos de 0,2 ml MLSyy --- X X

Vedacdes de plastico/aluminio para placas de
96 pocos MLSw - X X

Placas de polipropileno de 96 po¢os Thermo

Scientific Nunc™ Microwell Fisher Scientific | 12-565-369 X X
Tiras de 8 tubos de PCR de 0,2 ml com tampas MLSyy X

Placa PCR e arrefecedor de tubo de 0,2 ml MLSyy X X
Tubos Eppendorf DNA LoBind, 1,5 ml Eppendorf 022431021 X X
Tubos coénicos de 50 ml livre de nuclease MLSu X X
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Materiais gerais e consumiveis

. . Obrigatério | Obrigatério
(o]

Descricao Fornecedor N.° Cat. para lon para lllumina
Tubos conicos de 15 ml livre de nuclease MLS X X
Pipetas serolégicas, 10 ou 25 ml MLS X X
Pipet AID MLSm X X
Conjunto completo de pipetas manuais MLSy - X X
monocanal
Pipetas manuais multicanal de 20 pl e 200 pl MLSyy X X
Conjunto completo de ponteiras de pipeta
filtradas e pré-esterilizadas MLSuw X X
Reservatoérios esterilizados para reagentes MLSyy X X
Pressure Pad de PCR para MLSq X X
termociclador

[1] Grande fornecedor para laboratérios

Kits autbnomos e reagentes nao distribuidos pela One Lambda

Descricao Fornecedor N.° Cat. Oggrgaaltg;io p%tr)ar\iﬁ?ut%riir?a
Beads Agencourt® AMPure®XP, 60 ml Beckman Coulter| A63881 X X
Agua livre de nuclease MLSH X X
Tampleo Low TE; ou , 'II_'Zihnologies; ou

I%T(lc))ao Low TE (incluido como parte de ALL- E?Brt; de ALL- 12090-015 X X
10M NaOH, grau de biologia molecular MLSIH - X
Etanol 100%, grau de biologia molecular MLSIH X X
PhiX Control Kit lllumina FC-110-3001 X
MiSeq Reagent Kit v2 (300 ciclos) lllumina MS-102-2002 X
MiSeqg Reagent Nano Kit v2 (300 ciclos) lllumina MS-103-1001 X
MiSeq Reagent Micro Kit v2 (300 ciclos) lllumina MS-103-1002 X
MiniSeq Mid Output Kit (300 ciclos) lllumina FC-420-1004 X
MiniSeq High Output Kit (300 ciclos) lllumina FC-420-1003 X
Reagente iSeq 100 i1 lllumina 20021533 X

[1] Grande fornecedor para laboratérios
[2] Varios kits de sequenciamento disponiveis

Kits autdbnomos e reagentes distribuidos pela One Lambda

Obrigatério

Obrigatério

Descrigéo N.° Cat. paralon |paralllumina
lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit (inclui lon ION-XLIB: ou
Shear™ Plus Reagents Kit); ou X X

Kit de preparacéo de biblioteca AllType™ NGS

ALL-LIBX
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Kits autdbnomos e reagentes distribuidos pela One Lambda

Obrigatoério | Obrigatorio

. o~ o
Descricdo N.° Cat. paralon [paralllumina

lon Xpress Barcode Adapters 1-16 Kit (a necessidade

depende do tamanho da amostra a processar) ION-XBAL X
lon Xpress Barcode Adapters 17-32 Kit (a necessidade ION-XBA2 X
depende do tamanho da amostra a processar)

lon Xpress Barcode Adapters 33-48 Kit (a necessidade ION-XBA3 X
depende do tamanho da amostra a processar)

lon Xpress Barcode Adapters 49-64 Kit (a necessidade

depende do tamanho da amostra a processar) ION-XBA4 X
lon Xpress Barcode Adapters 65-80 Kit (a necessidade ION-XBA5 X
depende do tamanho da amostra a processar)

lon Xpress Barcode Adapters 80-96 Kit (a necessidade

depende do tamanho da amostra a processar) ION-XBAG6 X
lon Xpress Barcode Adapters 1-96 Kit (a necessidade ION-XBA7 X

depende do tamanho da amostra a processar)

lon 520™ & 530™ EXT Kit — Chef (4 rxn)
Contém os seguintes kits:

e lon S5 EXT Sequencing Reagents
e lon S5 EXT Sequencing Solutions IONCHEF-EXT X
e lon S5 ExT Chef Reagents
e lon S5 EXT Chef Supplies
e lon S5 EXT Chef Solutions
AllType NGS Index Kit ALL-IONX X
AllType NGS Index Flex Kit ALL-FLEXX X
. N&o é vendido separadamente.
lon S5 ExT Sequencing Reagents Consultar IONCHEE-EXT X
. . Nao é vendido separadamente.
lon S5 EXT Sequencing Solutions Consultar IONCHEE-EXT X
Nao é vendido separadamente.
lon S5 EXT Chef Reagents Consultar IONCHEE-EXT X
. Nao é vendido separadamente.
lon S5 ET Chef Supplies Consultar IONCHEF-EXT X
. Nao é vendido separadamente.
lon S5 EXT Chef Solutions Consultar IONCHEE-EXT X
lon 530 Chip IONS5-530C4 X

* Os usudrios que preparem bibliotecas com o AllType™ NGS Library Prep Kit (N.° Cat. ALL-LIBX) para utilizacdo em sequenciadores de ides (N.°© Cat. IONS5, IONS5XL, IONGSS5 ou
IONGSS5PL) requerem a utilizagao de: (a) componente Library Amplification Primer Mix a partir do lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit (N.° Cat. ION-XLIB), ou (b) o lon Library Amp Primers
from the AllType NGS Index Kit (N.° Cat. ALL-IONX

Equipamentos e reagentes e materiais consumiveis associados
Descricao Fornecedor N.° Cat. Ogggaaltgrr]io p%lr);iﬁ?ut r?wriir? a
Anel Magnético de Suporte de 96 pogos I{'ié?:hnologies AM10050 X X
:/eer;:ri:i)Tgcgl)gt_j\é\/reéluzhsgrnrrﬁlt; gcC)Lef{g?Jl:aOrUtro I1_'i¢£((e:hnologies 4375786 X X
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temperaturas especificamente optimizadas para

a reacdo PCR = velocidades de aquecimento de

0,8°C/seg e de arrefecimento de 1,6°C/seg e

volumes de reagéo de 100pL

Fluorometro Qubit® #gihnologies 033216 X X

QubitdsDNA HS Assay Kit #gihnologies Q32854 X X

Tubos de Ensaio Qubit 'll_'gihnologies Q32856 X X

Centrifuga de placa com capacidade de 1.500 x g| MLS 1 X X

Mini-centrifuga MLS X

Vortex MLS 1 --- X X
Life

lon ChefSystem Technologies IONCHEF X

lon S5 System 2! #'éechn ologies | 'ONS5 X

lon S5 XL System [ 'IFI:?:hnologies IONSBXL X

lon GeneStudio S5 System!? 'IFZ?:hnologies IONGSS5 X

lon GeneStudio S5 Plus System[? 'IFg?:hnologies IONGSS5PL X

lllumina MiSeq System[?l lllumina, Inc SY-410-1003 X

lllumina MiniSeq System?! lllumina, Inc SY-420-1001 X

lllumina iSeq 100 System!? lllumina, Inc 20021532 X

[1] Grande fornecedor para laboratérios

[2] E obrigatéria a utilizagdo de apenas um sistema

sequenciador
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C. Visao geral do fluxo de trabalho (Sistemas lon Chef e lon S5 ou lon GeneStudio S5 Series)

Preparagdo das amostras Preparacdo Chef

Amplificacdo PCR Plano de corrida Inicializacdo $5

Purificacdo do Amplicon Configuracdo do eguipamento Sequenciamento

Quantificacio do Amplicon

Fragmentagio

Ligacao do adaptador

Selecdo de tamanho

Amplificacdo secundaria

Purificagdo

Quantificacio

Pool de amaostras

Visao geral do fluxo de trabalho (Sistemas Illlumina)

Preparacio das amostras ‘ Nlumina MiSeq, MiniSeq, iSeq

Amplificacio Alltype

Preparacdo da amostra

Purificagdo do Amplicon

Preparagdo do sequenciamento
Desnaturacdo e diluicdo final da
amostra*

Quantificagdo do Amplicon

Seguenciamento

Fragmentacdo

Andlise de dados

Ligagdo do adaptador

Limpeza*

Selegdo de tamanho

Amplificagdo secundaria

Purificagdo

Quantificagdo

Pool de amostras

* O sequenciador Illlumina iSeq 100 ndo requer passos de desnaturagéo ou limpeza.
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D. Diretrizes gerais para o fluxo de trabalho

1.

Usar luvas e outros equipamentos de protecdo pessoal apropriados e seguir sempre as técnicas de
trabalho com bancada limpa.

Limpar cuidadosamente a bancada com um agente removedor de DNA (p. ex.: DNA Away™, Termi-
DNA-Tor, solucdo 0.5% de hipoclorito, seguida de solucdo etanol a 70%, ou equivalentes) para
reduzir o risco de contaminacgdo da amostra.

Enquanto trabalha na bancada, limpar as luvas frequentemente com um agente removedor de DNA para
reduzir o risco de contaminag&o cruzada da amostra e do reagente. Alternativamente, trocar as luvas
frequentemente.

Separar as areas pré e pds-PCR. Recomenda-se a utilizacdo de equipamentos exclusivos aos
ambientes pré e pds-PCR.

Todos os instrumentos e pipetas devem ser calibrados e mantidos de acordo com as instrucdes dos
fabricantes.

Antes de comecar, relina 0s seguintes artigos e reagentes para que estejam acessiveis durante todo o
fluxo de trabalho: uma série completa de ponteiras com filtro, pipetas monocanal e multicanal, placas
PCR de 96 pogos de 0,2 ml, tubos tipo Eppendorf LoBind®, agua livre de nuclease, gelo, cooler para
placa PCR, materiais para rotulagem de tubos, Low TE, etanol 100% e reservatdrios esterilizados para
reagentes.

Recomenda-se a utilizacdo de pipetas multicanal manuais para os passos de purificagéo.
Alternativamente, pode-se utilizar uma pipeta multidispensadora, como a Eppendorf Multipipette®
Xstream. As pipetas monocanal sdo recomendadas apenas para fluxos de trabalho com pequenas
guantidades de amostras.

O Master Mix deve ser preparado e dispensado em gelo e razoavelmente depressa para evitar
resultados inesperados.

E. Estratégiade cédigo de barras/indice

Uma biblioteca com cddigo de barras/indice representa uma amostra biolégica. A quantidade de bibliotecas
com cédigo de barras/indice que se pode acomodar em Unico processo de sequenciamento depende do
tamanho da célula do chip/fluxo, do tamanho da(s) regido(des) alvo(s) de interesse e da cobertura de
sequenciamento que assegura o resultado de maior precisdo. A tabela abaixo mostra a quantidade
recomendada de amostras para cada chip/kit com base em estudos de validagcdo do produto. O risco de
tipagem ambigua ou exclusdes de alelos est4 associado ao aumento da quantidade de amostras.

Quantidade recomendada de amostras
Baseada no tamanho da regiédo alvo

. MiSeq Reagent | MiSeq Reagent| MiniSeq High " :
lon 530 Chip MlSelg_tReggent Micro Kit v2 Nano Kit v2 Output Kit Molzltii? :gll'td iSeqg 100
! v 300 cicl 300 cicl 300 cicl i
(300ciclos) | (300 ¢iclos) | (300ciclos) i (00eiclos) |- 3057 pqs) | (300 ciclos)
Até 48 Até 96 Até 24 Até 8 Até 96 Até 72 Até 24
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F. Instrucbes de utilizacéo

1. AllType NGS Amplification

Observacéo: O procedimento a seguir descreve a utilizag@o do AllType NGS 11 Loci Amplification Kit
para gerar amplicons num PCR multiplex de longo alcance.

IMPORTANTE: Os usuarios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5 devem
consultar a Secédo la
Os usuéarios dos Sistemas lllumina devem consultar a Secédo 1b.

a. Amplificacao de amostras (usuarios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5)

Materiais e equipamentos necessarios

e AllType 1l Loci Primer Mix

o AllType Buffer, dNTPs e Polymerase

e Placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml e vedac8es de placa
e Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml

¢ Rack termo-estavel de placa PCR e gelo

e Agua livre de nuclease

Observacédo: A amplificacdo da amostra deve ser realizada hum ambiente pré-PCR. Antes de
iniciar a configuragéo, limpar a area de trabalho como indicado na se¢do de Diretrizes Gerais para o
Fluxo de Trabalho deste folheto informativo do produto.

(1) Antes de iniciar, ligar um termociclador para que a tampa aquecida possa alcancgar a temperatura
apropriada.
(2) Descongelar o DNA, AllType Primer Mix, dNTP e Buffer & temperatura ambiente.

Se houver precipitado no AllType Buffer, aquecé-lo até a temperatura de 37 °C e agitar no vortex
até desaparecer. Manter todo o AllType Polymerase no gelo quando néo estiver a utilizar.

(3) Apos descongelar, agitar brevemente o AllType dNTP, Buffer e Primer Mix no vortex.

N&o agitar o AllType Polymerase no vortex. Centrifugar todos os reagentes com pulsacdes e
manter em gelo quando néo estiver a utilizar.

(4) Preparar uma placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml para que acomode a quantidade de amostras a
serem amplificadas.

Observacdo: A combinacdo de testes realizados é determinada pelo utilizador.

(5) Pipetar 2 ul da amostra de DNA (a 25 ng/pul) para o fundo dos respetivos pogos na placa PCR de
96 pocos de 0,2 ml. Ao terminar, cobrir e armazenar a placa num rack termo-estavel de placa
PCR, ouem gelo, para prevenir a evapora¢ado e contaminagao.

(6) Utilizando tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml, criar um Amplification Master Mix. Para identificar
o volume total de cada reagente, multiplicar o volume de cada reagente relacionado abaixo pela
guantidade de amostras a serem testadas e acrescentar mais 15% como adicional. Acrescentar
0s reagentes aos tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml exatamente nesta ordem:

Observacédo: O volume da reacdo de amplificacdo ndo deve ser alterado em relacdo aos
volumes determinados nos passos 6 e 8. Os reagentes AllType séo otimizados para utilizacdo
num volume de reacao de 20 pl. Ocorrerao resultados aquém dos ideais se os volumes forem
alterados.

AllType 11 Loci
Ordem Componente Volume
(por reacéao)

1 Agua livre de 6,6 ul
nuclease
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(7)
(8)

(9)

2 AllType Buffer 4 ul

3 AllType dNTPs 1,6 u

4 AllType Primer Mixes 5l
Total 17,2 ul

Agitar o Amplification Master Mix no vortex por 10 segundos, centrifugar com pulsacfes e manter
em gelo até estar pronto para continuar.

Quando estiver pronto para continuar, acrescentar o AllType Polymerase ao Amplification
Master Mix com um volume de 0,8 pl por reacdo. Misturar bem pipetando para cima e para baixo
de 15a 20 vezes com uma pipeta configurada para cerca de metade do volume da mistura. N&o
agitaro Amplification Master Mix acabado no vortex.

Observacédo: Lembrar de incluir um adicional de 15% ao calcular o volume de polimerase
a ser utilizado.

Retirar a placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml com DNA e manter em gelo ou bloco frio. Aliquotar
18 pl do Amplification Master Mix para cada reacdo, sendo muito cuidadoso para ndo causar a
contaminagédo cruzada das reagdes.

(10)Vedar a placa com uma vedacéo de placa e inverter a placa.
(11)Carregar a placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml num termociclador e cobri-la com uma almofada de

pressao de PCR compativel com a sua maquina. Processar o programa abaixo para amplificar
os alvos gendmicos de DNA. Configurar o volume de reagédo para 20 pl.

Programa de PCR de amplificagao
Passo | Temperatura Tempo Quant. de ciclos

Passo 1: 94 °C 2 minutos 1

) 98 °C 10 segundos
Passo 2: 69 °C 3 minutos 22

. 98 °C 10 segundos
Passo 3: 60 °C 3 minutos 8
Passo 4: 4°C o0 1

Observacédo: O termociclador utilizado deve permitir a configuracéo de temperaturas
especificamente optimizadas para a reacdo PCR e velocidades de rampa padrbes de +0,8°C/seg
para aquecimento e de -1,6°C/seg para arrefecimento (a Applied Biosystems refere-se a esta
velocidade como “9600 Emulation Mode”). Em outros sistemas, 0s usuarios devem entrar em
contacto com o fabricante do seu termociclador para obter orientagdes sobre como programar
velocidades equivalentes a +0,8°C/seg para aguecimento e -1,6°C/seg para arrefecimento. A
utilizacdo de uma velocidade de rampa muito diferente afetara a eficiéncia da amplificacao.

Amplificagcdo de amostras (usuarios dos Sistemas lllumina)

Materiais e equipamentos necessarios

AllType 11 Loci Primer Mix

AllType Buffer, dNTPs e Polymerase

Placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml e vedag8es de placa
Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml

Rack termo-estavel de placa PCR e gelo

Agua livre de nuclease

Almofada de pressédo de PCR
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Observacédo: A amplificacdo da amostra deve ser realizada num ambiente pré-PCR. Antes de
iniciar a configuragédo, limpar a area de trabalho como indicado na segdo de Diretrizes Gerais para o
Fluxo de Trabalho deste folheto informativo do produto.

IMPORTANTE: Os usuarios do lllumina MiSeq e MiniSeq usardo um programa de amplificacao
diferente dos usuarios do lllumina iSeq. Consulte os programas de amplificacao listados
abaixo. O uso de um programa de amplificac@o incorreto pode causarquedas na profundidade
de cobertura do sequenciamento.

(1) Antes de iniciar, ligar um termociclador para que a tampa aquecida possa alcancar a temperatura
apropriada.

(2) Descongelar o DNA, AllType Primer Mix, dNTP e Buffer a temperatura ambiente.
Se houver precipitado no AllType Buffer, aquecé-lo até a temperatura de 37 °C e agitar no vortex
até desaparecer. Manter todo o AllType Polymerase no gelo quando nao estiver utilizando.

(3) Apoés descongelar, agitar brevemente o AllType dNTP, Buffer e Primer Mix no vortex.
N&o agitar o AllType Polymerase no vortex. Centrifugar todos os reagentes com pulsagdes e
manter em gelo quando ndo estiver utilizando.

(4) Preparar uma placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml para que acomode a quantidade de amostras a
serem amplificadas.
Observacdo: A combinacao de testes realizados é determinada pelo utilizador.

(5) Pipetar 2 pl da amostra de DNA (a 25 ng/pl) para o fundo dos respetivos pogos na placa PCR de

96 pocos de 0,2 ml. Ao terminar, cobrir e armazenar a placa num rack termo-estavel de placa
PCR, ouem gelo, para prevenir a evaporagado e contaminagao.

(6) Utilizando tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml, criar um Master Mix de Amplificacdo. Para
identificar o volume total de cada reagente, multiplicar o volume de cada reagente relacionado
abaixo pela quantidade de amostras a serem testadas e acrescentar mais 15% como adicional.
Acrescentaros reagentes aos tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml exatamente nesta ordem:

Observacédo: O volume da reagcdo de amplificacdo ndo deve ser alterado em relacéo aos
volumes determinados nos passos 6 e 8. Os reagentes AllType sdo otimizados para utilizacdo
num volume de reacao de 20 pl. Ocorrerdo resultados aquém dos ideais se os volumes forem

alterados.
AllType 11 Loci
Ordem Componente Volume
(por reacéao)

1 Agua livre de nuclease 6,6 pl

2 AllType Buffer 4 ul

3 AllType dNTPs 1,6 u

4 AllType Primer Mixes 5ul

Total 17,2 ul

(7) Agitar o Amplification Master Mix no vortex por 10 segundos, centrifugar com pulsacdes e manter
em gelo até estar pronto para continuar.

(8) Quando estiver pronto para continuar, acrescentar o AllType Polymerase ao Amplification
Master Mix com um volume de 0,8 pl por reacdo. Misturar bem pipetando para cima e para baixo
de 15a 20 vezes com uma pipeta configurada para metade do volume da mistura ou 1 ml se o
volume de mistura for maior do que 2 ml. N&o agitar o Amplification Master Mix acabado no
vortex.

Observacdo: Lembrar de incluir um adicional de 15% ao calcular o volume de polimerase a ser
utilizado.
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(9) Retirar a placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml com DNA e manter em gelo ou bloco frio. Aliquotar
18 pl do Amplification Master Mix para cada reacao, sendo muito cuidadoso para nao causar a
contaminagédo cruzada das reagdes.

(10)Vedar a placa com uma vedacao de placa e inverter a placa com pulsacdes.

(11)Carregar a placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml num termociclador e cobri-la com uma almofada de
presséo de PCR compativel com a sua maquina. Processar o programa abaixo para amplificar

os alvos genémicos de DNA. Configurar o volume de reacao para 20 pll.

Programa de PCR de amplificacéo MiSeq e MiniSeq
Passo | Temperatura Tempo Quant. de ciclos
Passo 1: 94 °C 2 minutos 1
. 98 °C 10 segundos
Passo 2: 69 °C 3 minutos 30
Passo 3: 4°C 0 1
Programa de PCR de amplificacdo iSeq
Passo Temperatura Tempo ngnt. de
ciclos
Passo 1: 94°C 2 minutos 1
. 98°C 10 segundos
Passo 2: 69°C 3 minutos 24
) 98°C 10 segundos
Passo 3: 60°C 3 minutos 6
Passo 4: 4°C o0 1

Observacédo: O termociclador utilizado deve permitir a configuracéo de temperaturas
especificamente optimizadas para a reacdo PCR e velocidades de rampa padrbes de +0,8°C/seg
para aquecimento e de -1,6°C/seg para resfriamento (a Applied Biosystems refere-se a esta
velocidade como “9600 Emulation Mode”). Em outros sistemas, os usuarios devem entrar em
contato com o fabricante do seu termociclador para obter orientag6es sobre como programar
velocidades equivalentes a +0,8°C/seg para aquecimento e -1,6°C/seg para resfriamento. A
utilizacdo de uma velocidade de rampa muito diferente afetara a eficiéncia da amplificacao.
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2. Purificar os amplicons

Materiais e equipamentos necessarios

e Placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml e vedacdes de placa

e Reagente Agencourt® AMPure® XP

e Anel Magnético de Suporte de 96 pocos

e Etanol 100%, grau de biologia molecular

e Placas de polipropileno de 96 pocos Thermo Scientific Nunc MicroWell
e Reservatorios de reagente

e Almofada de presséo de PCR

e Tampéo Low TE (incluido no AllType NGS Library Prep Kit)

Observacédo: O procedimento a seguir descreve como purificar os amplicons
produzidos no préximo passo utilizando o reagente Agencourt AMPure XP.

a. Purificar os amplicons

(1) Remover o reagente Agencourt AMPure XP do armazenamento a temperaturade 2°C a8 °Ce
deixar a mistura alcangar a temperatura ambiente (~30 minutos).

(2) Preparar uma nova solugdo com 75% de etanol, suficiente para 200 pl por reagao, mais um
adicional de 15%. A solucéo de etanol deve ser preparada com etanol 100%, grau de biologia
molecular, em agua livre de nuclease. A solucdo de 75% de etanol deve ser preparada
diariamente.

(3) Obter uma nova placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml para conter o produto purificado e rotular.

(4) Apos alcancar a temperatura ambiente, agitar o reagente Agencourt AMPure XP no vortex a
velocidade média por 30 segundos ou até que as esferas voltem a ficar totalmente suspensas.

(5) Colocar um volume de reagente Agencourt AMPure XP em um reservatoério de reagente
suficiente para 12 ul por reagéo, mais um adicional de 15%.

(6) Retirar uma placa de polipropileno de 96 pogcos Nunc MicroWell e, utilizando uma pipeta
multicanal, transferir 12 pul de reagente Agencourt AMPure XP para a mesma quantidade de
pocos atualmente ocupadas por amplicons na placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml do passo de
amplificagdo.

(7) Pipetar todo o produto amplificado (~20 ul) para os pogos correspondentes da placa de
polipropileno de 96 pogos Nunc MicroWell com o reagente Agencourt AMPure XP. Misturar as
amostras com o reagente AMPure® XP pipetando para cima e para baixo 10 vezes. Trocar as
ponteiras entre amostras. Evitar a producédo de bolhas.

(8) Incubar o produto amplificado e a mistura de esferas do reagente Agencourt AMPure XP a
temperatura ambiente por 5 minutos.

(9) No fim da incubacéo, por a placa no Anel Magnético de Suporte de 96 pogos por ~3 minutos ou
até que a solucdo fique transparente.

(20)Utilizando uma pipeta multicanal configurada para 28 pl, remover lentamente e eliminar o
sobrenadante de cada poco sem perturbar o anel de esferas que se formou em torno do ima.

Observacdo: As esferas tém amplicons — deve-se evitar a perda de esferas.

(11)Sem remover a placa do ima, dispensar 100 yl de uma solugéo recém-preparada de 75% de
etanol em cada poc¢o. Deslocar a placa entre os po¢os do anel magnético de suporte,
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posicionando-a sobre os pocos em vez de dentro deles. Se isto for feito corretamente, as
esferas cairdo para o centro dos pocos. Deslocar a placa um total de 5 vezes para enxaguar as
esferas. Ao terminar, deixar a placa descansar até que o anel de esferas volte a se formar e a
solucao fique transparente. Incubar as amostras a temperatura ambiente por 30 segundos.

(12)Apds a solugéo ficar transparente, utilizando uma pipeta multicanal configurada para 110 pl,
remover e eliminar o sobrenadante de cada pogo sem perturbar o anel de esferas que se formou
em torno do ima.

(13)Repetir os passos 11 e 12 para um segundo enxague com etanol.

(14)Para remover os residuos de etanol, manter a placa sobre o ima e remover cuidadosamente
qualquer sobrenadante restante com uma pipeta multicanal de 20 pl sem perturbar o anel de
esferas.

(15)Mantendo a placa sobre o im4, secar as esferas ao ar a temperatura ambiente por até 5 a 10
minutos. Nao secar muito as esferas, pois isto dificultaria a ressuspensdo das esferas e
reduziria a recuperagdo da amostra.

(16)Mantendo a placa sobe o imé&, acrescentar 27 ul de Low TE a cada pogo. Remover a placa do
ima e pipetar a mistura para cima e para baixo para misturar completamente. Incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto. Alternativamente, vedar a placa, agitar delicadamente até
gue as esferas voltem a ficar suspensas e centrifugar rapidamente a placa.

(17)Colocar a placa de volta sobre um im& por pelo menos 1 minuto. Apés a solucéo ficar
transparente,configurar uma pipeta multicanal para 25 pl e transferir o sobrenadante com os
amplicons purificados para a placa PCR rotulada de 96 pogos de 0,2 ml, que foi obtida no inicio
da purificagcdo, sem perturbar a esfera.
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3. Quantificacdo de amplicons e normalizac&do de amplicons

Observacédo: O procedimento a seguir descreve como quantificar os amplicons purificados do passo
anterior utilizando o Fluordmetro Qubit. Apds o término da quantificacéo, este procedimento descrevera o
processo de diluicdo de amplicons.

Materiais e equipamentos necessarios

Fluordmetro Qubit e Tubos conicos de 50 ml, livre de nuclease
Qubit dsDNA HS Assay Kit Placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml e

Tubos de Ensaio Qubit \{edagﬁes de placa
e Agua livre de nuclease

a. Quantificacdo de amplicons

(1)

(@)

®3)

(4)

()

(6)

(7)

(8)

(9)

Retirar os Tubos de Ensaio Qubit e rotular um tubo para cada amplicon. Rotular mais dois tubos,
um para o Qubit Standard #1 e outro para o Qubit Standard #2.

Retirar um Qubit dsDNA HS Assay Kit e criar uma Solucéo de Trabalho Qubit num tubo conico
de 50 ml misturando o seguinte:

(@) 199 ul de Qubit dsDNA HS Buffer por amplicon, mais um adicional de 15%

(b) 1 pl de Qubit dsDNA HS Reagent Concentrate por amplicon, mais um adicional de 15%.
Agitar no vortex antes de utilizar.

Agitar a Solucgdo de Trabalho Qubit no vortex e cobrir com aluminio para proteger contra a luz. A
solucéo deve ser utilizada dentro de 2 horas.

Acrescentar 199 pl de Solucéo de Trabalho a cada Tubo de Ensaio Qubit que ir4 conter
amplicon. Acrescentar 190 pl de Solucdo de Trabalho aos dois tubos reservados para o
Standard #1 e o Standard #2.

Aos tubos de ensaio com 199 pl de solucédo de trabalho, acrescentar 1 pl do respetivo amplicon.

Aos dois tubos de ensaio com 190 pl de solugéo de trabalho, acrescentar 10 pl do standard
designado ao respetivo tubo.

Agitar todos os tubos no vortex brevemente, centrifugar, incubar a temperatura ambiente por 2
minutos, mantendo-os protegidos contra a luz.

Ligar o Fluordmetro Qubit, selecionar DNA no ecré inicial e, em seguida, selecionar dsDNA
HighSensitivity.

Premir o respetivo botdo para comecar a ler os Qubit Standards. Seguindo as instru¢cfes do
Fluorémetro Qubit, inserir e medir o Standard #1 e Standard #2 preparados anteriormente
para concluir a calibracéo.

(10)Comegar a ler os seus tubos de ensaio com amplicon. Quando instruido, mudar o volume de

amostra utilizada para 1 pl e as unidades para ng/pl. Registar manualmente a concentragéo da
amostra.

(11)Repetir o passo 10 para todos os tubos de ensaio com amplicon.

(12)Para todas as amostras que ultrapassem o limite superior de deteccdo de 600 ng/ml do

Fluordmetro Qubit, repetir a preparacéo do amplicon na Solucéo de Trabalho Qubit
utilizando uma diluicdo 2X da amostra. Uma vez preparado, repetir a leitura da amostra.

Observacdo: Ao registar a concentracéo final de amplicons que precisam de uma diluicdo 2X,
multiplicar a leitura do Qubit por dois.

Para amostras abaixo do limite inferior de deteccdo de < 0,5 ng/ml, reamplificar a
amostra, purificar e quantificar de acordo com as instru¢cdes anteriores deste folheto
informativo doproduto.
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(13)Inserir a unidade USB do Qubit na porta USB do Fluorémetro Qubit para exportar os dados.

b. Normalizagdo de amplicons

(1) Abrir a planilha Excel denominado AllType NGS Library Pooling Calculator, que pode
ser obtido no website da One Lambda.

(2) Utilizando os dados exportados pelo Fluorémetro Qubit, na aba AllType Amplicon
Dilution da planilha Excel, introduzir os nomes das amostras na coluna DNA e a
respetiva concentracdo da amostra (em ng/ul) na coluna Conc. (ng/ul).

(3) Obter uma nova placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml, que serd utilizada para criar os amplicons
normalizados.

(4) Acrescentar 35 pl de agua livre de nuclease a cada poc¢o que contera amplicon diluido.

(5) Utilizando os valores da coluna rotulada Variable Volume (uL), diluir cada amplicon
individualmente removendo, em primeiro lugar, um volume de agua dos 35 pl equivalente ao
valor indicado nesta coluna da folha de calculo e eliminar. Trocas as ponteiras e acrescentar
0 mesmo volume de amplicon ao volume restante de agua. O volume total de cada amostra
diluida sera de 35 pl.

(6) Proceder a fragmentacéo de amplicons com os amplicons normalizados.
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4. Fragmentacdo de amplicons

Observacgéo: O procedimento a seguir descreve o processo de fragmentagéo do amplicon.

Materiais e equipamentos necessarios

e lon Shear Plus Reagents Kit(s) (parte do lon Xpress Plus Fragment Library Kit) ou
AllType NGS Library Prep Kit

¢ Rack termo-estavel de placa PCR e gelo
e Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml

a. Fragmentacdo de amplicons

(1) Antes de iniciar, ligar um termociclador para que a tampa aquecida possa alcangar a temperatura
apropriada.

(2) Obter uma quantidade suficiente de lon Shear™ Plus Reagent Kits para a quantidade de
amplicons, de acordo com os volumes indicados na seguinte tabela. Apenas é necessario um
AllType NGS Library Prep Kit para preparar até 96 amplicons fragmentados:

Rétulo do Componente em Roétulo do Componente
caso de utilizagao do lon
Shear Plus Reagent Kit

Volume

em caso de utilizagdo do )
(por amplicon)

AllType NGS Library Prep

Kit
Enzyme Il Mix Fragmentase 9 pl
Tampéo de Reacdo 10X Tampéo de fragmentacao 5l

(3) O Enzyme Mix Il (ou Fragmentase) deve ser centrifugado com pulsa¢des e posto imediatamente
em um bloco frio ou em gelo. O Tampé&o de Reacdo 10X (ou Tampéo de fragmentacado) deve ser
descongelado a temperatura ambiente. Apos descongelar, agitar no vortex e por o reagente num
bloco frio ou em gelo.

(4) Criar um Fragmentation Master Mix para todos os amplicons num tubo LoBind de 1,5 ml
combinando o Enzyme Il Mix (ou Fragmentase) e o Tampao de Reac¢do 10X (ou Tamp&o de
fragmentag&o) nos volumes relacionados no passo 2, mais um adicional de 15%. Misturar
delicadamente pipetando para cima e para baixo de 15 a 20 vezes com uma pipeta configurada
para cerca de metade do volume da mistura ou 1 ml se o volume da mistura for superior a 2 ml.
Manter o Fragmentation Master Mix em gelo até utilizar.

(5) Obter a(s) placa(s) de grupos de amplicons normalizados. Manter em gelo.

(6) Mantendo a placa em gelo, acrescentar 14 ul de Fragmentation Master Mix a parte superior dos
pocos com amplicons, evitando a contaminacédo cruzada das reagfes, para que 0 master mix
nao seja introduzido prematuramente na reacdo. Nao mergulhar a ponteira na amostra de DNA
pois sera necessario realizar uma mistura simultdnea posteriormente para obter uma
fragmentac&o uniforme.

(7) Ao terminar, aplicar uma nova vedacéao firmemente na placa. Agitar a placa com pulsacdes 5
vezes e centrifugar com pulsa¢des por 5 segundos a 1500 g.

Observacédo: Os passos 6 e 7 devem ser realizados com rapidez para assegurar o nivel
desejado de fragmentacdo. Em certos casos, pode ser necessario ajustar o tempo de
fragmentacéo.

(8) Carregar a placa imediatamente no termociclador e cobri-la com uma almofada de pressao de
PCR compativel com a sua maquina. Utilizar o programa abaixo. Configurar o volume de
reacdo para 49 pl.
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Programa de PCR de fragmentacéo
Passo Temperatura Tempo Quant. de ciclos
Passo 1: 37°C 6 minutos 1
Passo 2: 70 °C 10 minutos 1
Passo 3: 4°C °0 1

(9) No fim da incubacéo, remover a placa do termociclador, centrifugar com pulsa¢des e manter em
gelo. Avancar imediatamente para a ligacao de cddigo de barra.

5. Ligagao de adaptadores e reparo de lesdes

Observacdo: O procedimento a seguir descreve o processo de ligacao de codigos de barras/indices aos
amplicons fragmentados e a realizacdo simultdnea do processo de reparo de lesdes.

IMPORTANTE: Os usuarios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5 devem
consultar a Secéo 5a.
Os usuéarios dos Sistemas Illumina devem consultar a Secédo 5b.

a. Ligacado de adaptadores e reparo de lesdes (usuérios dos Sequenciadores lon S5 ou lon
GeneStudio S5)

Materiais e equipamentos necessarios

Materiais necessarios do lon Plus Fragment Library Kit (pode ser substituido pelo
AllIType NGS Library Prep Kit)

10X Ligase Buffer

dNTP Mix

DNA Ligase

Nick Repair Polymerase

Materiais necessarios do AllType NGS Library Prep Kit (pode ser substituido pelo lon
Plus Fragment Library Kit)

Tampao de ligase
dNTP Mix

Ligase

Nick Repair Polymerase

Materiais necessarios dos lon Xpress Barcode Adapters Kits (pode ser substituido
pelo AllIType NGS Index Kit)

e lon Xpress P1 Adapter

e |on Xpress Barcodes (1 adaptador de cédigo de barras por amostra)

Materiais necessarios do AllType NGS Index Kit (pode ser substituido pelo
AllType NGS Index Kit)

e |on Barcode Adapter Plate

Outros materiais e equipamentos
e Rack termo-estavel de placa PCR e gelo
e Agua livre de nuclease
e Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou tubos cénicos de 15 ml
e Tiras de 8 tubos de PCR de 0,2 ml com tampas
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Observacdo: Se utilizar os lon Xpress Barcodes, recomenda-se que 0s usuarios pré-aliquotemos
lon Xpress Barcode Adapters em tiras de PCR com 8 tubos de 0,2 ml com tampas Antes de iniciar
a ligagdo do codigo de barras e o reparo de lesdes. Antes de aliquotar, rotular os tubos da tira de
PCR com o respetivo nimero do cddigo de barras, descongelamento, vortex e, em seguida,
aliquotar os lon Xpress Barcode Adapters. Armazenar os cédigos de barras aliquotados a
temperatura de -20 °C.

(1) Antes de iniciar, ligar um termociclador para que a tampa aquecida possa alcangar a temperatura
apropriada.

(2) Obter uma quantidade suficiente de lon Plus Fragment Library Kits para a quantidade de
amplicons fragmentados, de acordo com os volumes indicados na tabela do passo 7. Apenas é
necessario um AllType NGS Library Prep Kit para preparar até 96 amplicons fragmentados

(3) Obter o DNA Ligase (ou Ligase) e o Nick Repair Polymerase. Centrifugar com pulsacdes e por
imediatamente em gelo.

(4) Descongelar todos os demais reagentes a temperatura ambiente. ApGs descongelar, agitar no
vortex, centrifugar com pulsagfes e, em seguida, manter em gelo até utilizar. O precipitado pode
estar visivel no 10X Ligase Buffer, mas néo tera efeito na rea¢do quando acrescentado ao
Ligation Master Mix.

(5) Obter uma quantidade suficiente de lon Xpress Barcode Adapters pré-aliquotados para a
guantidade de amostras do seu processamento (1 adaptador de codigo de barras exclusivo por
amostra).

(6) Se utilizar os adaptadores do lon Xpress Barcode, descongelar os lon Xpress Barcodes e o lon
Xpress P1 Adapter a temperatura ambiente. Apés descongelar, agitar no vortex, centrifugar com
pulsacdes e, em seguida, manter em gelo até utilizar.

Se utilizar a lon Barcode Adapter Plate, descongelar a placa a temperatura ambiente. Apos
descongelar, colocar em gelo até a utilizagédo

Observacédo: A placa de adaptagéo do lon Barcode apresenta um design segmentado que
permite que seja cortado em 24 ou 48 sec¢bes de pogos de cada vez. Os usuarios sao
encorajados a cortar a placa adaptadora em sec¢des, conforme necessario, para minimizar o
namero de ciclos de congelamento-descongelamento. Os ciclos de congelamento-
descongelamento ndo pretendidos de cédigos de barras ndo utilizados podem degradar o
desempenho e resultar em resultados de amplificagdo secundérios baixos.

(7) Dependendo da quantidade de amostras, combinar os seguintes componentes num tubo
Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou tubo cénico para criar um Ligation Master Mix baseado na
guantidade de amostras em processo. Incluir um adicional de 15%. Agitar no vortex com
pulsa¢cBes e manter em gelo até a utilizacao.

Observacdo: Nao acrescentar o DNA Ligase (ou Ligase) e o Nick Repair Polymerase até
imediatamente antes de dispensar o master mix sobre a amostra

Componente do Ligation Master Mix (por amplicon f\iglgunr]neitado/amostra)
10X Ligase Buffer (ou Ligase Buffer) 10 pl
dNTP Mix 2 ul
lon Xpress P1 Adapter 2 ul
Agua livre de nuclease 25 ul
DNA Ligase (ou Ligase) 2 ul
Nick Repair Polymerase 8 ul
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Se utilizar uma Placa de adaptacédo Barcode, combinar os seguintes componentes num tubo
Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou tubo coénico para criar um Ligation Master Mix baseado na quantidade
de amostras em processo. Incluir um adicional de 15%. Agitar no vortex com pulsagfes e manter em
gelo até a utilizacao.

Observacédo: Nao acrescentar o DNA Ligase (ou Ligase) e o Nick Repair Polymerase até
imediatamente antes de dispensar 0 master mix sobre a amostra

L . Volume
CEMEEMENTE 21D LI 1) 21 L5 (por amplicon fragmentado/amostra)
10X Ligase Buffer (ou Ligase Buffer) 10uL
dNTP Mix 2uL
Nuclease-Free Water 25uL
DNA Ligase (ou Ligase) 2uL
Nick Repair Polymerase 8uL

(8) Obter a placa PCR com o produto fragmentado.

(9) Se utilizar adaptadores lon Xpress Barcode, acrescentar 2 pl do lon Xpress Barcode apropriado
ao respetivo po¢o com o produto fragmentado. Deve ser utilizado apenas um codigo de barras
por amostra de DNA.

Importante: Cuidado para ndo contaminar. Trabalhar com apenas uma tira de cddigos de
barras de cada vez. Para além disto, limpar as luvas frequentemente com DNA
Away ou solugdo com 70% de etanol ao trabalhar com cédigos de barras.

Se utilizar a placa Barcode Adapter Plate, acrescentar 4uL em casa adaptador de cédigo de
barras lon no poco respetivo contendo produto fragmentado. Apenas um indice se deve utilizar
por amostra de DNA.

Observacdo: Com base na disposigdo de indice abaixo, manter registo das ID de indice
utilizadas com cada amostra de forma a que a informagéo correta seja transferida para a Sample
Sheet.

Importante: Ter cuidado para evitar contaminag&o. Adicionalmente, lavar as luvas
frequentemente com DNA Away ou 70% etanol ao trabalhar com indices.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 001 00s 017 025 033 041 045 057 065 073 081 08s
B 002 010 018 026 034 042 050 058 066 074 082 030
C 003 011 019 027 035 043 051 059 067 075 083 091
D 004 012 020 028 036 044 052 060 068 076 084 092
E 005 013 021 029 037 045 053 061 069 077 08s 093
F 006 014 022 030 038 046 054 062 070 078 086 094
G 007 01s 023 031 039 047 055 063 071 079 087 035
H 008 016 024 032 040 048 056 064 072 080 oss 096
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(10)Quando estiver pronto, acrescentar os volumes calculados de DNA Ligase e Nick Repair
Polymerase ao Ligation Master Mix utilizando a tabela acima. Lembrar de incluir o adicional de
15%. Misturar bem pipetando delicadamente para cima e para baixo de 15 a 20 vezes com uma
pipeta configurada para cerca de metade do volume da mistura ou 1 ml se o volume de mistura

for maior do que 2 ml. N&o agitar o Ligation Master Mix acabado no vortex. Manter o0 master mix
concluido em gelo.

(11)Se utilizar os adaptadores lon Xpress Barcode, dispensar 49 pul de Ligation Master Mix em cada
poco da placa PCR contendo o produto fragmentado com cédigos de barras, sendo muito
cuidadoso para ndo causar a contaminacao cruzada das reacoes.

Se utilizar a Placa de Adaptacado do Barcode, utilizar 47uL de Ligation Master Mix em cada po¢o
da placa PCR contendo o produto fragmentado com cédigos de barras, sendo muito cuidadoso
para nao causar a contaminacao cruzada das reacdes

(12)Vedar a placa, agitar no vortex 5 vezes com pulsacdes, centrifugar com pulsacdes, carregar num
termociclador e cobri-la com uma almofada de pressao de PCR compativel com a sua maquina.
Utilizar o programa abaixo. Configurar o volume de reacéo para 100 pl.

Programa de PCR de ligagéo
Passo Temperatura Tempo Quant. de ciclos
Passo 1: 25°C 15 min 1
Passo 2: 72°C 5 min 1
Passo 3: 4°C © 1

(13)No fim da incubacéo, centrifugar a placa com pulsa¢gfes, manter em gelo e avancar para a
selecdo de tamanho.
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b. Ligacdo de adaptadores e reparo de cortes (Nick Repair) (usuarios dos Sistemas Illumina)

Materiais e equipamentos necessarios

Materiais necessarios do lon Plus Fragment Library Kit (pode ser substituido pelo
AllType NGS Library Prep Kit)

e 10X Ligase Buffer

e dNTP Mix

o DNA Ligase

e Nick Repair Polymerase

Materiais necessarios do AllType NGS Library Prep Kit (pode ser substituido pelo lon
Plus Fragment Library Kit)

Ligase Buffer

e dNTP Mix

e Ligase

¢ Nick Repair Polymerase

Materiais necessarios do AllType NGS Index Flex Kit
e Placado AllType NGS Index Adapter (1 indice por amostra)

Outros materiais e equipamentos

e Rack termo-estavel de placa PCR e gelo

e Agua livre de nuclease

e Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou tubos cénicos de 15 ml
¢ Almofada de pressao de PCR

(1) Antes de iniciar, ligar um termociclador para que a tampa aquecida possa alcancar a temperatura
apropriada.

(2) Obter uma quantidade suficiente de lon Plus Fragment Library Kits para a quantidade de
amplicons fragmentados, de acordo com os volumes indicados na tabela do passo 6. Apenas é
necessario um AllType NGS Library Prep Kit para preparar até 96 amplicons fragmentados.

(3) Obter o DNA Ligase (ou Ligase) e o Nick Repair Polymerase. Centrifugar com pulsacdes e por
imediatamente em gelo.

(4) Descongelar todos os demais reagentes a temperatura ambiente. Apds descongelar, agitar no
vortex, centrifugar com pulsagdes e, em seguida, manter em gelo até utilizar. Se houver
precipitado no 10X Ligase Buffer (ou Ligase Buffer), aquecé-lo até a temperatura de 37 °C e
agitar no vortex até desaparecer.

(5) Descongelar a placa do AllType Index Adapter a temperatura ambiente. Apds descongelar,
agitar no vortex, centrifugar com pulsacdes e, em seguida, manter em gelo até utilizar.

Observacdo: Uma das caracteristicas da placa adaptadora AllType Index Flex é a estrutura
segmentada, que permite cortd-la em secgbes de 24 e 48 pogos de cada vez. Recomenda-se
gue os usuarios cortem a placa adaptadora em se¢des, com base na necessidade, para
minimizar o nimero de ciclos de congelamento-descongelamento. Os ciclos imprevistos de
congelamento-descongelamento de cédigos de barras ndo utilizados podem degradar o
desempenho e resultar em amplificacdes secundarias com baixo rendimento.

(6) Dependendo da quantidade de amostras, combinar 0s seguintes componentes num tubo
Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou tubo cénico para criar um Ligation Master Mix baseado na
guantidade de amostras em processo. Incluir um adicional de 15%. Agitar no vortex com
pulsacBes e manter em gelo até a utilizacao.

Observacdo: Nao acrescentar o DNA Ligase (ou Ligase) e o Nick Repair Polymerase até
imediatamente antes de dispensar o master mix sobre a amostra.
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Componente do Ligation Master Mix

Volume
(por amplicon fragmentado/amostra)

10X Ligase Buffer (ou Ligase Buffer) 10 ul
dNTP Mix 2 pl

Agua livre de nuclease 25l

DNA Ligase (ou Ligase) 2ul

Nick Repair Polymerase 8 ul

(7) Obter a placa PCR com o produto fragmentado.

(8) Acrescentar 4 ul de cada codigo de barras AllType Index Flex ao respetivo pogo contendo o

produto fragmentado. Deve ser utilizado apenas um indice por amostra de DNA.

Observacdo: Com base na disposicao dos indices, abaixo, registar as ID dos indices D5 e D7

utilizados com cada amostra para que as informacg@es corretas sejam transferidas para uma ficha
de amostra para introdug&o no lllumina.

Importante: Cuidado para ndo contaminar. Para além disto, limpar as luvas frequentemente

com DNA Away ou solugéo com 70% de etanol ao trabalhar com indices.

Disposicéao da placa do AllType NGS Index Flex Kit:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

D501 D501 D301 D501 D501 D301 D501 D501 D301 D501 D501 D301

A D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D709 D710 D711 D712
D502 D502 D502 D502 D502 D502 D502 D502 D502 D502 D502 D502

B D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D705 D710 D711 D712
D503 D503 D503 D503 D503 D503 D503 D503 D503 D503 D503 D503

C D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D703 D710 D711 D712
D504 D504 D504 D504 D504 D504 D504 D504 D504 D504 D504 D504

D D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D703 D710 D711 D712
D505 D505 D505 D505 D505 D305 D505 D505 D305 D505 D505 D505

E D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D709 D710 D711 D712
D506 D506 D506 D506 D506 D506 D506 D506 D506 D506 D506 D506

F D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D703 D710 D711 D712
D507 D507 D507 D507 D507 D507 D507 D507 D507 D507 D507 D507

G D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D703 D710 D711 D712
D508 D508 D508 D508 D508 D308 D508 D508 D308 D508 D508 D508

H D701 D702 D703 D704 D705 D706 D707 D708 D709 D710 D711 D712

(9) Quando estiver pronto, acrescentar os volumes calculados de DNA Ligase (ou Ligase) e Nick

Repair Polymerase ao Ligation Master Mix utilizando a tabela acima. Lembrar de incluir o

adicional de 15%. Misturar bem pipetando delicadamente para cima e para baixo de 15 a 20
vezes com uma pipeta configurada para cerca de metade do volume da mistura ou 1 ml se o
volume de mistura for maior do que 2 ml. N&o agitar o Ligation Master Mix acabado no vortex.

Manter o master mix concluido em gelo.

(10)Dispensar 47 pl de Ligation Master Mix em cada pogo da placa PCR contendo o produto

fragmentado e indice, sendo muito cuidadoso para ndo causar a contaminagao cruzada das

reacoes.
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(11)Vedar a placa, agitar no vortex 5 vezes com pulsacdes, centrifugar com pulsacdes, carregar num
termociclador e cobri-la com uma almofada de presséo de PCR compativel com a sua maquina.
Utilizar o programa abaixo. Configurar o volume de reacao para 100 pl.

Programa de PCR de ligagéo
Passo Temperatura Tempo Quant. de ciclos
Passo 1: 25°C 15 min 1
Passo 2: 72 °C 5 min 1
Passo 3: 4°C 0 1

(12)No fim da incubacéo, centrifugar a placa com pulsa¢gfes, manter em gelo e avancar para a
selecdo de tamanho.

6. Selecdo de tamanho

Observacdo: O procedimento a seguir descreve o processo para realizar uma sele¢éo de tamanho do
produto com adaptador ligado utilizando o reagente Agencourt AMPure XP.

Materiais e equipamentos necessarios

e Low TE Buffer (incluido no AllType NGS Library Prep Kit)

Placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml e vedag¢8es de placa

Rack termo-estavel de placa PCR e gelo

Reagente Agencourt AMPure XP

Anel Magnético de Suporte de 96 pocos

Etanol 100%, grau de biologia molecular

Placas de polipropileno de 96 pocos Thermo Scientific Nunc Microwell
Reservatérios de reagente

a. Selecao de tamanho

(1) Remover o reagente Agencourt AMPure XP do armazenamento a temperaturade 2°Ca8°Ce
deixar a mistura alcanc¢ar a temperatura ambiente (~30 minutos).

(2) Preparar uma nova solugdo com 75% de etanol, suficiente para 200 pl por reagao, mais um
adicional de 15%. A solucéo de etanol deve ser preparada com etanol 100%, grau de biologia
molecular, em agua livre de nuclease. A solucdo de 75% de etanol deve ser preparada
diariamente.

(3) Obter uma nova placa PCR de 96 pogos de 0,2 ml para conter o produto com tamanho
selecionado e rotular.

(4) Apos alcancar a temperatura ambiente, agitar o reagente Agencourt AMPure XP no vortex a
velocidade média por 30 segundos ou até que as esferas voltem a ficar totalmente suspensas.

(5) Retirar duas placas de polipropileno de 96 pocos Nunc MicroWell.

(6) Verter um volume de reagente Agencourt AMPure XP em um reservatério de reagente
suficiente para 63,1 ul por reacdo, mais um adicional de 15%.

(7) Na primeira placa de polipropileno de 96 pogos Nunc MicroWell, utilizando uma pipeta
multicanal, transferir 48,5 ul de reagente Agencourt AMPure XP para cada po¢o que contera
a amostra.

(8) Pipetar 97 ul de produto com adaptador ligado para os pocos correspondentes da primeira placa
de polipropileno de 96 po¢os Nunc MicroWell. Misturar a amostra com o reagente AMPure XP
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pipetando para cima e para baixo 10 vezes. Trocar as ponteiras entre amostras. Evitar a
producdo de bolhas.

(9) Incubar o produto com adaptador ligado e a mistura de esferas do reagente AMPure XP a
temperatura ambiente por 5 minutos.

(10)Durante os 5 minutos de incubagéo, utilizando uma pipeta multicanal, transferir 14,6 pl de
reagente Agencourt AMPure XP para a segunda placa de polipropileno de 96 pogos Nunc
MicroWell, para cada pogo que contera amostra.

(11)No fim dos 5 minutos de incubacgéo da primeira placa, pér a placa no Anel Magnético de Suporte
de 96 pocos por ~3 minutos ou até que a solucao fique transparente.

(12)Utilizando uma pipeta multicanal configurada para 130 pl, recolher e transferir o sobrenadante
para a segunda placa de polipropileno de 96 po¢os Nunc MicroWell contendo 14,6 ul de
reagente AMPure XP por pogo. Misturar o sobrenadante com o reagente AMPure XP pipetando
para cima e para baixo 10 vezes. Trocar as ponteiras entre amostras. Evitar a producéo de
bolhas. O sobrenadante contém os amplicons — deve-se evitar a perda de sobrenadante.

(13)Incubar o sobrenadante e a mistura de esferas do reagente AMPure XP da segunda placa a
temperatura ambiente por 5 minutos.

(14)No fim dos 5 minutos de incubacéo da segunda placa, por a placa no Anel Magnético de Suporte
de 96 pocos por ~3 minutos ou até que a solugéo fique transparente.

(15)Utilizando uma pipeta multicanal configurada para 140 pl, remover e eliminar o sobrenadante de
cada poco sem perturbar o anel de esferas que se formou em torno do ima. As esferas tém
amplicons — deve-se evitar a perda de esferas.

(16)Sem remover a placa do ima, dispensar 100 yl de uma solugao recém-preparada de 75% de
etanol em cada poco. Deslocar a placa entre 0os pogos do anel magnético de suporte,
posicionando-a sobre os pogos em vez de dentro deles. Se isto for feito corretamente, as esferas
cairdo para o centro dos pocos. Deslocar a placa um total de 5 vezes para enxaguar as esferas.
Ao terminar, deixar a placa descansar até que o anel de esferas volte a se formar e a solugao
fique transparente. Incubar as amostras a temperatura ambiente por 30 segundos.

(17)Ap0s a solucao ficar transparente, utilizando uma pipeta multicanal configurada para 110 pl,
remover e eliminar o sobrenadante de cada pogo sem perturbar o anel de esferas que se formou
em torno do ima.

(18)Repetir os passos 16 e 17 para um segundo enxague com etanol.

(19)Para remover os residuos de etanol, manter a placa sobre o ima e remover cuidadosamente
qualquer sobrenadante restante com uma pipeta multicanal de 20 ul sem perturbar o anel de
esferas.

(20)Mantendo a placa sobre o ima, secar as esferas ao ar a temperatura ambiente por 5 a 10
minutos. Nao secar as esferas em demasia, pois isto dificultaria a re-suspensao das esferas e
reduziria a recuperagéo da amostra.

(21)Mantendo a placa sobe o ima, acrescentar 27 pl de Low TE a cada pogo. Remover a placa do
im&, vedar a placa, agitar delicadamente até que as esferas voltem a ficar suspensas e
centrifugar rapidamente a placa.

(22)P6r a placa de volta sobre um ima por cerca de 1 minuto. Apds a solucao ficar transparente,
configurar uma pipeta multicanal para 25 pul e transferir o sobrenadante com o produto com
tamanho selecionado para a placa PCR rotulada de 96 pocos de 0,2 ml, que foi obtida no inicio
da sele¢éo de tamanho, sem perturbar a esfera.
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7. Amplificacdo secundaria

Observacdo: O procedimento a seguir descreve o0 processo para realizar uma amplificacao secundaria
do produto com tamanho selecionado.

IMPORTANTE: Os usuarios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5 devem
consultar a Secéo 5a.

Os usuarios dos Sistemas lllumina devem consultar a Secéo 7b.
a. Amplificacdo secundaria (usuarios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5)

Materiais e equipamentos necessarios

Materiais necessarios do lon Plus Fragment Library Kit (pode ser substituido pelo
AllType NGS Library Prep Kit)

e Platinum PCR SuperMix High Fidelity

e Library Amplification Primer Mix

Materiais necessarios do AllType NGS Library Prep Kit (pode ser substituido pelo lon
Plus Fragment Library Kit) *2
e Library Amp Master Mix

* Os usuarios que preparem bibliotecas com o AllType™ NGS Library Prep Kit (N.° Cat. ALL-LIBX) para utilizacdo em sequenciadores de lon
(N.° Cat. IONS5, IONS5XL, IONGSS5 ou IONGSS5PL) requerem a utilizagéo de: (a) componente Library Amplification Primer Mix a partir do lon
Xpress™ Plus Fragment Library Kit (N.° Cat. ION-XLIB) ou (b) o lon Library Amp Primers from the AllType NGS Index Kit (N.° Cat. ALL-IONX

Materiais necessarios do AllType NGS Index Kit (podem ser substituidos pelo lon
Plus Fragment Library Kit)
e lon Library Amp Primers

Outros materiais e equipamentos
¢ Rack termo-estavel de placa PCR e gelo
Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou cénicos de 15 ml
Vortex
Mini/Micro-centrifuga
Centrifuga de placa
Almofada de pressao de PCR

(1) Antes de iniciar, ligar um termociclador para que a tampa aquecida possa alcangar a temperatura
apropriada.

(2) Obter uma quantidade suficiente de reagentes de amplificagdo secundaria dos lon Plus
Fragment Library Kits para a quantidade de produtos com tamanho selecionado, de acordo com
os volumes indicados na seguinte tabela:

Volume
(por produto com tamanho
selecionado)

71,4 pl

Componente necessario
para Secondary Amp Master Mix

Platinum PCR SuperMix High Fidelity; ou
Library Amp Master Mix

Library Amplification Primer Mix*, ou lon
Library Amp Primers

3,6 l

* Os usuérios que preparem bibliotecas com o AllType™ NGS Library Prep Kit (N.° Cat. ALL-LIBX) para utilizagdo em sequenciadores de lon (N.° Cat. IONS5,
IONS5XL, IONGSS5 ou IONGSS5PL) requerem a utilizagao de: (a) componente Library Amplification Primer Mix a partir do lon Xpress™ Plus Fragment
Library Kit (N.° Cat. ION-XLIB) ou (b) o lon Library Amp Primers from the AllType NGS Index Kit (N.° Cat. ALL-IONX)

TDX-OLI-DMR-PS-3067, Rev 06 Péagina 26 de 69



One Lambda, Inc. | InstrucBes de Uso do Produto: AllType™ NGS 11 Loci Amplification Kit

(3) O reagente Platinum PCR SuperMix High Fidelity (ou Library Amp Master Mix) e o Library
Amplification Primer Mix (ou lon Library Amp Primers) devem ser descongelados a temperatura
ambiente. Apés descongelar, agitar no vortex, centrifugar com pulsacdes e, em seguida, manter
em gelo até utilizar.

(4) Num tubo Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou c6nico de 15 ml, utilizando a tabela acima, criar um
Secondary Amp Master Mix para a quantidade desejada de produtos com tamanho selecionado.
Incluir um adicional de 15%.

(5) Misturar bem pipetando delicadamente para cima e para baixo de 15 a 20 vezes com uma pipeta
configurada para cerca de metade do volume da mistura ou 1 ml se o volume de mistura for
maior do que 2 ml. Acrescentar 75 pl do Master Mix a cada produto com tamanho selecionado.

(6) Vedar a placa, centrifugar com pulsagdes, carregar num termociclador e cobri-la com uma
almofada de pressao de PCR compativel com a sua maquina. Utilizar o programa abaixo.
Configurar o volume de reacao para 100 pll.

Programa de PCR de amplificacdo secundaria
Passo Temperatural] Tempo |Quant. de ciclos
Passo 1: 95 °C 5 min 1
95 °C 15 seg.
Passo 2: 58 °C 15 seg. 8
70 °C 1 min
Passo 3: 4°C o0 1

(7) Apos o término do programa, centrifugar a placa com pulsacfes e avangar para a purificacdo
final.
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b. Amplificagdo secundaria (usuérios dos Sistemas Illlumina)

Materiais e equipamentos necessarios

Materiais necessarios do lon Plus Fragment Library Kit (pode ser substituido pelo
AllType NGS Library Prep Kit)
e Platinum PCR SuperMix High Fidelity

Materiais necessarios do AllType NGS Library Prep Kit (pode ser substituido pelo lon
Plus Fragment Library Kit)
e Library Amp Master Mix

Materiais necessarios do AllType NGS Index Flex Kit
e AllType NGS Library Amplification Primer

Outros materiais e equipamentos

e Rack termo-estavel de placa PCR e gelo

e Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou cénicos de 15 ml
e Vortex

e Mini/Micro-centrifuga

e Centrifuga de placa

¢ Almofada de pressao de PCR

(1) Antes de iniciar, ligar um termociclador para que a tampa aquecida possa alcancar a temperatura
apropriada.

(2) Obter o reagente Platinum PCR SuperMix High Fidelity (ou Library Amp Master Mix) do lon Plus
Fragment Library Kit (ou AllType NGS Library Prep Kit) e o AllType Library Amplification Primer
do AllType NGS Index Flex Kit e descongelar a temperatura ambiente. Apds descongelar, agitar
no vortex, centrifugar com pulsacdes e, em seguida, manter em gelo até utilizar.

Volume
(por produto com
tamanho selecionado)

Componente necessario para o
Secondary Amp Master Mix

Platinum PCR SuperMix High Fidelity; ou

Library Amp Master Mix Lau

AllType NGS Library Amplification Primer 3,6 ul

(3) Num tubo Eppendorf LoBind de 1,5 ml ou cénico de 15 ml, utilizando a tabela acima, criar um
Secondary Amp Master Mix para a quantidade desejada de produtos com tamanho selecionado.
Incluir um adicional de 15%.

(4) Misturar bem pipetando delicadamente para cima e para baixo de 15 a 20 vezes com uma pipeta
configurada para cerca de metade do volume da mistura ou 1 ml se o volume de mistura for
maior do que 2 ml. Acrescentar 75 pl do Master Mix a cada produto com tamanho selecionado.

(5) Vedar a placa, agitar no vortex 5 vezes com pulsacdes, centrifugar com pulsacdes, carregar num
termociclador e cobri-la com uma almofada de presséo de PCR compativel com a sua maquina.
Utilizar o programa abaixo. Configurar o volume de reacao para 100 pl.

Programa de PCR de amplificagdo secundaria

Passo Temperatura| Tempo Quant. de ciclos
Passo 1: 95 °C 5 min 1
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95 °C 15 seg.

Passo 2: 58 °C 15 seg. 8
70 °C 1 min

Passo 3: 4°C o0 1

(6) ApOs o término do programa, centrifugar a placa com pulsacdes e avancar para a purificagao

final.
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8. Purificacéo final

Observacéo: O procedimento a seguir descreve o processo para realizar a purificacéo final das
bibliotecas amplificadas utilizando o reagente AgencourtAMPure XP.

Materiais e equipamentos necessarios

e Placa PCR de 96 pocos de 0,2 ml e vedacdes de placa

e Reagente Agencourt AMPure XP

e Anel Magnético de Suporte de 96 pocos

e Etanol 100%, grau de biologia molecular

e Placas de polipropileno de 96 pogos Thermo Scientific Nunc Microwell
e Reservatorios de reagente

e Tampé&o Low TE (incluido no AllType NGS Library Prep Kit)

a. Purificacéo final

(1) Remover o reagente Agencourt AMPure XP do armazenamento a temperaturade 2°Ca8°Ce
deixar a mistura alcangar a temperatura ambiente (~30 minutos).

(2) Preparar uma nova solugdo com 75% de etanol, suficiente para 200 ul por amplicon, mais um
adicional de 15%. A solucéo de etanol deve ser preparada com etanol 100%, grau de biologia
molecular, em agua livre de nuclease. A solucdo de 75% de etanol deve ser preparada
diariamente.

(3) Obter uma nova placa PCR de 96 poc¢os de 0,2 ml para conter o produto purificado no final e
rotular.

(4) Apos alcancar a temperatura ambiente, agitar o reagente Agencourt AMPure XP no vortex a
velocidade média por 30 segundos ou até que as esferas voltem a ficar totalmente suspensas.

(5) Colocar um volume de reagente Agencourt AMPure XP em um reservatoério de reagente
suficiente para 100 ul por amplicon, mais um adicional de 15%.

(6) Retirar uma placa de polipropileno de 96 po¢cos Nunc MicroWell e, utilizando uma pipeta
multicanal, transferir 100 pl de reagente Agencourt AMPure XP para a mesma quantidade de
pocos atualmente ocupadas por produtos ligados de PCR.

(7) Pipetar todo o produto amplificado (~100 pul) para os pocos correspondentes da placa de
polipropileno de 96 pogos Nunc MicroWell com o reagente AMPure XP. Misturar as amostras
com o reagente AMPure XP pipetando para cima e para baixo 10 vezes. Trocar as ponteiras
entre amostras.

(8) Incubar o produto amplificado e a mistura de esferas do reagente AMPure XP a temperatura
ambiente por 5 minutos.

(9) No fim da incubacéo, pér a placa no Anel Magnético de Suporte de 96 pocos por ~3 minutos ou
até que a solucdo fique transparente.

(10)Utilizando uma pipeta multicanal configurada para 195 pl, remover e eliminar o sobrenadante de
cada poco sem perturbar o anel de esferas que se formou em torno do ima.

As esferas tém amplicons — deve-se evitar a perda de esferas.

(11)Sem remover a placa do ima, dispensar 100 yl de uma solugéo recém-preparada de 75% de
etanol em cada poco. Deslocar a placa entre os pocos do anel magnético de suporte,
posicionando-a sobre os pog¢os em vez de dentro deles. Se isto for feito corretamente, as
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esferas cairdo para o centro dos po¢os. Deslocar a placa um total de 5 vezes para enxaguar as
esferas. Ao terminar, deixar a placa descansar até que o anel de esferas volte a se formar e a
solucao fique transparente.

(12)Apos a solucao ficar transparente, utilizando uma pipeta multicanal configurada para 110 pl,

remover e eliminar o sobrenadante de cada poco sem perturbar o anel de esferas que se formou
em torno do ima.

(13)Repetir os passos 11 e 12 para um segundo enxague com etanol.

(14)Para remover os residuos de etanol, manter a placa sobre o iméa e remover cuidadosamente

qualquer sobrenadante restante com uma pipeta multicanal de 20 pl sem perturbar o anel de
esferas.

(15)Mantendo a placa sobre o ima, secar as esferas ao ar a temperatura ambiente por até 10

minutos. N&o secar as esferas em demasia, pois isto dificultaria a re-suspenséo das esferas e
reduziria a recuperacéo da amostra.

(16)Mantendo a placa sobe o imé&, acrescentar 27 ul de Low TE a cada pogo. Remover a placa do
ima e pipetar a mistura para cima e para baixo para misturar completamente. Incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto. Alternativamente, vedar a placa, agitar delicadamente até
que as esferas voltem a ficar suspensas e centrifugar rapidamente a placa.

(17)P6r a placa de volta sobre um ima por pelo menos 1 minuto. Apos a solucao ficar transparente,
configurar uma pipeta multicanal para 25 ul e transferir o sobrenadante com os amplicons
purificados para a placa PCR rotulada de 96 pogos de 0,2 ml, que foi obtida no inicio da
purificacdo, sem perturbar a esfera.
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9. Quantifica¢o final

Observacédo: O procedimento a seguir descreve o0 processo para realizar a quantificacéo final de todas
as amostras utilizando o Fluordmetro Qubit.

Materiais e equipamentos necessarios

Fluordmetro Qubit

Qubit dsDNA HS Assay Kit

Tubos de Ensaio Qubit

Tubos cbnicos de 50 ml, livre de nuclease

Quantificacéo final

1)

(@)

3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

Retirar os Tubos de Ensaio Qubit e rotular um tubo para cada amplicon. Rotular mais dois tubos,
um para o Qubit Standard #1 e outro para o Qubit Standard #2.

Retirar um Qubit dsDNA HS Assay Kit e criar uma Solucdo de Trabalho Qubit num tubo cénico
de 50 ml misturando o seguinte:

(8 199 ul de Qubit dsDNA HS Buffer por amplicon, mais um adicional de 15%

(b) 1 pl de Qubit dsDNA HS Reagent Concentrate por amplicon, mais um adicional de 15%.
Agitar no vortex antes de utilizar.

Agitar a Solucéo de Trabalho Qubit no vortex e cobrir com aluminio para proteger contra a luz. A
solucdo deve ser utilizada dentro de 2 horas.

Acrescentar 195 pl de Solucdo de Trabalho a cada Tubo de Ensaio Qubit que conterd amplicon.
Acrescentar 190 pl de Solucéo de Trabalho aos dois tubos reservados para o Standard #1 e o
Standard #2.

Numa nova placa PCR de 96 pogos de 0,2 ml, realizar uma dilui¢do 1:1 utilizando 12,5 pl de
amostra purificada da se¢&o anterior e 12,5 pl de Low TE. Estas diluigBes servirdo como a
amostra a ser quantificada e utilizada para a combinacgéo final das bibliotecas.

Aos tubos de ensaio com 195 pul de solug&o de trabalho, acrescentar 5 pl do respetivo amplicon
com diluicdo 1:1.

Aos dois tubos de ensaio com 190 ul de solugdo de trabalho, acrescentar 10 ul do standard
designado ao respetivo tubo.

Agitar todos os tubos no vortex brevemente, centrifugar, incubar a temperatura ambiente por 2
minutos, mantendo-os protegidos contra a luz.

Ligar o Fluorémetro Qubit, selecionar DNA no ecrd inicial e, em seguida, selecionar dsDNA
HighSensitivity. Premir o respetivo botéo para comecar a ler os Qubit Standards de acordo com
as instruc@es do Fluordmetro Qubit. Inserir e medir o Standard #1 e o Standard #2 preparados
anteriormente para concluir a calibracéo.

(10)Comegar a ler os seus tubos de ensaio com amplicon. Quando instruido, mudar o volume de

amostra utilizada para 5 ul e as unidades para ng/pl. Registar manualmente a concentracéo da
amostra.

(11)Repetir o passo 10 para todos os tubos de ensaio com amplicon.

(12)Para amostras abaixo do limite inferior de detec¢éo de < 0,5 ng/ml, requantificar a amostra

nao diluida (em vez da amostra com diluicdo 1:1) e medir a concentracdo. Se a concentracdo
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resultante continuar abaixo do limite de deteccéo, a amostra tera de ser reamplificada
e reprocessada antes que possa ser incluida numa biblioteca combinada.

(13)Inserir a unidade USB do Qubit na porta USB do Fluorémetro Qubit para exportar os dados.

10. Combinacéo de bibliotecas

Observacdo: O procedimento a seguir descreve 0 processo para combinar todas as
amostras/bibliotecas individuais numa Unica reacéo antes da preparacéo do
sequenciamento.

IMPORTANTE: Os usuarios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5 devem
consultar a Secdo 10a.
Os usuarios do Sistema lllumina MiSeq devem consultar a Secédo 10b.
Os usuarios do sistema lllumina MiniSeq devem consultar a secdo 10c.
Os usuéarios do sistema lllumina iSeq 100 devem consultar a Secéo 10d.

a. Combinacédo de bibliotecas (usuéarios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5)

Materiais e equipamentos necessarios

e Tampéo Low TE (incluido no AllType NGS Library Prep Kit)
e Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml

(1) Abrir a planilha Excel denominado AllType NGS Library Pooling Calculator, que pode ser
obtido no website da One Lambda. Uma vez aberto a planilha Excel, navegar até a aba S5
Library Pooling — Qubit.

(2) Para cada amostra, introduzir a concentracdo obtida do Qubit na coluna Concentration, ng/uL.

(3) As colunas rotuladas Lowest Concentration e Sample Volume deverdo preencher-se
automaticamente.

(4) Verificar se o valor na coluna Sample Volume de todas as amostras € de pelo menos 2 pl
(células com volumes inferiores a 2 pl ficardo roxas). Se ndo forem, ajustar o valor de todas as
amostras na coluna Total Volume (uL) para que se utilize pelo menos 2 pl de cada amostra.
Com o ajustamento do valor nesta coluna, atualiza-se o valor na coluna Sample Volume.

(5) Iniciar o processo de criacdo da combinacdo equimolar acrescentando-se, em primeiro lugar, um
volume de Low TE a um tubo LoBind rotulado “Library Pool”, equivalente ao valor indicado na
célula TOTAL Low TE (pL) da planilha Excel.

(6) Em seguida, para cada amostra, acrescentar um volume de cada amostra ao tubo LoBind,
rotulado “Library Pool”, equivalente ao volume indicado na coluna Sample Volume da
planilha Excel.

Observacdo: A amostra deve ser obtida da placa com as amostras diluidas (diluicdo 1:1). Ou,
quando foi preciso quantificar uma amostra nao diluida, utilizar a amostra néo diluida.

(7) Ao concluir a combinacéo, transferir metade da biblioteca combinada para um novo tubo LoBind.
Anotar o volume efetivamente transferido.

(8) Realizar uma limpeza com AMPure 0,8X no novo tubo LoBind com a biblioteca. Por exemplo, se
foram transferidos 100 pl de biblioteca, acrescentar 80 ul de esferas AMPure.

(9) Pipetar a mistura de esferas AMPure e biblioteca combinada cerca de 10 vezes para misturar.
Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

(10)No fim da incubagéo, pdr o tubo numa rack magnética e deixar repousar por cerca de 3 minutos
ou até que a solucao fique transparente.

(11)Durante os 3 minutos de incubacéo, preparar 500 pl de EtOH 75%.
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(12)Ao fim dos 3 minutos de incubagdo, remover e eliminar o sobrenadante do tubo LoBind sem
perturbar o agrupamento de esferas.

(13)Com o tubo ainda sobre o ima, acrescentar 200 pl do recém-preparado EtOH 75%. Girar o tubo
sobre o ima cerca de 5 vezes para misturar o agrupamento de esferas com o EtOH. Se a
mistura ndo ocorrer ao girar o tubo, utilizar uma pipeta.

(14)Uma vez reconstituido o agrupamento de esferas, remover e eliminar o sobrenadante do tubo
LoBind sem perturbar o agrupamento de esferas.

(15)Repetir os passos 13 e 14 para um segundo enxague com o EtOH.

(16)Com o tubo aberto ao ambiente, deixar o agrupamento de esferas secar ao ar por até 5 minutos.
Monitorizar o agrupamento de esferas durante todo o processo de secagem para que nao seque
demais. A secagem a mais das esferas dificulta a re-suspensao.

(17)Apos o agrupamento de esferas secar, eluir a biblioteca das esferas acrescentando 27 ul de Low
TE Buffer.

(18)Remover o tubo do ima e ressuspender o agrupamento totalmente no Low TE Buffer agitando
delicadamente no vortex ou misturando com uma pipeta. Uma vez misturada, deixar a solugéo
repousar por 1 minuto.

(19)P6r o tubo de volta sobre o ima, deixar o agrupamento de esferas formar e transferir 25 ul da
biblioteca eluida para um novo tubo LoBind de 1,5 ml.

(20)Quantificar 5 pl da biblioteca eluida utilizando o Fluorémetro Qubit (ou seja: 5 ul da
biblioteca eluida em 195 pl da Solu¢éo de Trabalho Qubit preparada no passo anterior).

(21)A biblioteca agora deve ter uma concentracao maior do que 0,045 ng/ul. Diluir a biblioteca
concentrada para 0,045 ng/ul em Low TE Buffer utilizando a calculadora/tabela apresentada na
parte inferior da aba S5 Library Pooling — Qubit. Introduzir a concentragéo atual da biblioteca
na célula rotulada Concentration, ng/uL e configurar a célula rotulada Total Volume, uL para
100. A tabela passara a apresentar o volume da amostra e o volume de Low TE Buffer a serem
combinados para obter 0,045 ng/pl.

(22)Uma vez diluida, a melhor prética € realizar uma quantificacdo em duplicata/triplicata da
biblioteca utilizando o Fluorémetro Qubit para assegurar que a biblioteca esteja 0 mais
proxima possivel a 0,045 ng/ul. (ou seja: 5 pl da biblioteca diluida em 195 pl de Solugéo de
Trabalho Qubit).

Se, apos a leitura do Qubit em duplicata/triplicata, for necessério diluir mais para chegar a
0,045 ng/ul, seguir o passo 21.

(23)Se a molaridade mais baixa da amostra for inferior a 0,045 ng/pl: ndo é necesséario diluir mais. A
combinagdo no estado atual é a combinac&o final que sera utilizada no préximo passo. Avancgar
para a configuracé@o do Instrumento lon Chef na Sec¢éo 11.
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b. Combinacéo de bibliotecas (usuarios do Sistema lllumina MiSeq)

Materiais e equipamentos necessarios

(1)

(@)

®3)

(4)

()

(6)

(7)

(8)

(9)

Tampao Low TE (incluido no AllType NGS Library Prep Kit)
Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml

Reagente Agencourt AMPure XP

Suporte Magnético de Tubo

Etanol 100%, grau de biologia molecular

Abrir a planilha Excel denominado AllType NGS Library Pooling Calculator, que pode ser
obtidono website da One Lambda.

Uma vez aberto a planilha Excel, navegar até a aba lllumina Library Pooling — Qubit.

Para cada amostra, introduzir a concentracéo obtida do Qubit na coluna Concentration, ng/pL.

As colunas rotuladas Lowest Concentration, ng/uL e Sample Volume, uL deverdo preencher-
se automaticamente.

Verificar se o valor na coluna Sample Volume, pL de todas as amostras é de pelo menos 2 pl
(células com volumes inferiores a 2 pl ficardo roxas). Se ndo forem, ajustar o valor de todas as
amostras na coluna Total Volume, uL para que se utilize pelo menos 2 pl de cada amostra.
Com o ajustamento do valor nesta coluna, atualiza-se o valor na coluna Sample Volume, L.

Iniciar o processo de criacdo da combinacao equimolar acrescentando-se, em primeiro lugar, um
volume de Low TE a um tubo LoBind de 1,5 ml, equivalente ao valor indicado na célula TOTAL
Low TE (uL) da planilha Excel.

Em seguida, para cada amostra, acrescentar um volume de cada amostra ao tubo LoBind,
equivalente ao volume indicado na coluna Sample Volume, pL da planilha Excel.

Observacdo: A amostra deve ser obtida da placa com as amostras diluidas (diluicdo 1:1). Ou,
guando foi preciso quantificar uma amostra ndo diluida, utilizar a amostra nao diluida.

Ao concluir a combinagéo, transferir metade da biblioteca combinada para um novo tubo LoBind.
Anotar o volume efetivamente transferido.

Realizar uma limpeza com AMPure 0,8X no novo tubo LoBind com a biblioteca. Por exemplo, se
foram transferidos 100 pl de biblioteca, acrescentar 80 pl de esferas AMPure.

Pipetar a mistura de esferas AMPure e biblioteca combinada cerca de 10 vezes para misturar.
Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

(10)No fim da incubagéo, pdr o tubo numa rack magnética e deixar repousar por cerca de 3 minutos

ou até que a solucéo fique transparente.

(11)Durante os 3 minutos de incubacéo, preparar 500 pl de EtOH 75%.

(12)Ao fim dos 3 minutos de incubagéo, remover e eliminar o sobrenadante do tubo LoBind sem

perturbar o agrupamento de esferas.

(13)Com o tubo ainda sobre o im&, acrescentar 200 pl do recém-preparado EtOH 75%. Girar o tubo

sobre o imé cerca de 5 vezes para misturar o agrupamento de esferas com o EtOH. Se a
mistura ndo ocorrer ao girar o tubo, utilizar uma pipeta.

(14)Uma vez reconstituido o agrupamento de esferas, remover e eliminar o sobrenadante do tubo

LoBind sem perturbar o agrupamento de esferas.

(15)Repetir os passos 13 e 14 para um segundo enxague com o EtOH.

(16)Com o tubo aberto ao ambiente, deixar o agrupamento de esferas secar ao ar por até 5 minutos.
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Monitorizar o agrupamento de esferas durante todo o processo de secagem para que ndo seque
em demasia. A secagem demasiada das esferas dificulta a re-suspenséo.

(17)Apds o agrupamento de esferas secar, eluir a biblioteca das esferas acrescentando 25 pl (ou 1/4
do volume transferido no passo 7) de Low TE Buffer.

(18)Remover o tubo do imé e ressuspender o agrupamento totalmente no Low TE Buffer agitando
delicadamente no vortex ou misturando com uma pipeta. Uma vez misturada, deixar a solucéo
repousar por 1 minuto.

(19)Colocar o tubo de volta sobre o ima, deixar o agrupamento de esferas formar e transferir 23 pl
dabiblioteca eluida para um novo tubo LoBind de 1,5 ml.

(20)A biblioteca deve agora estar numa concentragcdo maior que 4nM, a concentragdo necessaria
para o sistema lllumina MiSeq System. Quantificar 5 pl da biblioteca eluida utilizando o
Fluorémetro Qubit (ou seja: 5 pl da biblioteca eluida em 195 pl da Solugao de Trabalho Qubit
preparada no passo anterior).

(21)A concentracdo exata de Qubit necessaria para atingir 4nM pode variar dependendo do tamanho
da biblioteca final de sequenciamento. Com base no tamanho médio das bibliotecas AllType,
recomendamos diluir a biblioteca em Low TE Buffer para uma concentragéo de 1,60 ng/uL
*utilizando a calculadora/tabela apresentada na parte inferior da aba Illumina Library Pooling
— Qubit. Introduzir a concentracdo atual da biblioteca na célula rotulada Concentration, ng/pL
e a tabela passara a apresentar o volume da amostra e o volume de LowTE Buffer a serem
combinados para obter 1,60 ng/pl.

(22)Uma vez diluida, a melhor prética é realizar uma quantificacdo em duplicata/triplicata da
biblioteca utilizando o Fluordmetro Qubit para assegurar que a biblioteca esteja 0 mais
proxima possivel a 1,60 ng/pl. (ou seja: 5 pl da biblioteca diluida em 195 pl de Solugéo de
Trabalho Qubit).

(23)Se, apos a leitura do Qubit em duplicata/triplicata, for necessario diluir mais para chegar a 1,60
ng/ul, seguir o passo 21.
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* Nota: A concentragdo final da biblioteca de sequenciamento pode precisar de ser ajustada pelo
utilizador, dependendo do tamanho da biblioteca final. Recomendamos 1,60 ng/uL como ponto de
partida, mas se a densidade do cluster de células de fluxo estiver fora da faixa normal para o MiSeq
(1000-1200), pode ser necessario ajustar a concentragédo final da biblioteca.

c. Combinacédo de bibliotecas (usuarios do Sistema Illlumina MiniSeq)

(1) Abra a planilha Excel da NGS Library Pooling Calculator, que pode ser obtido no site da
OnelLambda. Navegue até a aba lllumina Library Pooling - Qubit quando a planilha do
Excel for aberta.

(2) Para cada amostra, insira a concentracéo obtida no Qubit na coluna Concentragéo, ng/uL.

(3) As colunas denominadas Menor concentracado, ng/uL e Volume de amostra, uL devem
preencher automaticamente

(4) Verifigue todas as amostras para garantir que o valor na coluna Volume da amostra, pL seja pelo
menos 2 L (as células com volumes inferiores a 2 yL ficardo roxas). Caso contrario, ajuste o
valor para todas as amostras na coluna Volume Total, pL, para que pelo menos 2 pL de cada
amostra esteja a ser usado. O ajuste do valor nesta coluna atualizara o valor na coluna Volume
da amostra, pL.

(5) Comece o processo de criacdo de combinacdo equimolar adicionando primeiro um volume de
Low TE num tubo LoBind de 1,5 ml que iguala o valor da planilha Excel na célula
denominadaTOTAL Low TE (uL).

(6) Em seguida, para cada amostra, adicione um volume de cada amostra ao tubo LoBind, igual ao
volume indicado na coluna Volume da amostra, puL da planilha do Excel.

(7) Com a combinacéo completa, transfira metade da combinacgéo de bibliotecas para um novo tubo
LoBind. Anote o volume real transferido.

(8) Realize uma limpeza 0,8X AMPure no novo tubo que contém a biblioteca LoBind. Por exemplo,
se 100 pL de biblioteca foram transferidos, adicione 80 uL de contas AMPure.

(9) Pipete a mistura de esferas e bibliotecas AMPure aproximadamente 10 vezes para misturar.
Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

(10)Quando a incubacéao estiver concluida, coloque o tubo num suporte magnético e deixe repousar
durante aproximadamente 3 minutos ou até a solucdo desaparecer.

(11)Durante os 3 minutos de incubacao, prepare 500 uL de EtOH a 75%.

(12)Quando a incubacéo de 3 minutos estiver concluida, remova e descarte o sobrenadante do tubo
LoBind sem perturbar o sedimento.

(13)Com o tubo ainda no im&, adicione 200 uL de EtOH 75% preparado recentemente. Gire o tubo
no im&a aproximadamente 5 vezes para misturar o sedimento de esferas com o EtOH. Se girar o
tubo ndo permitir a mistura, use uma pipeta.

(14)Depois de o sedimento de esferas se formar, remova e descarte o sobrenadante do tubo LoBind
sem perturbar o sedimento de esferas.

(15)Repita os passos 13 e 14 para uma segunda lavagem com EtOH.

(16)Com o tubo aberto para o ambiente, deixe o sedimento secar ao ar durante até 5 minutos.
Monitorize o sedimento de esferas durante todo o processo de secagem, para que o sedimento
nao seque demais. Sedimentos secos demais dificultam a ressuspensao.

(17)Quando o sedimento de esferas secar, elua a biblioteca das esferas adicionando 25 pL (ou 1/4
do volume transferido no Passo 7) de Low TE Buffer.

(18)Remova o tubo do imé e ressuspenda totalmente o sedimento no Low TE Buffer, seja por
vortex suave ou através do uso de mistura de pipetas. Depois de misturada, deixe a solucéo
assentar por 1 minuto.
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(19)Coloque o tubo de volta no ima, deixe o sedimento se formar e transfira 23 L da biblioteca
eluida para um novo tubo LoBind de 1,5 ml.

(20)A biblioteca deve agora estar numa concentracdo maior que 1nM, a concentrag&o de biblioteca
necessdria para o sistema Illlumina MiniSeq. Quantifique 5 pL da biblioteca eluida usando o
fluorémetro Qubit (isto é: 5 pL da biblioteca eluida em 195 pL da solucéo de trabalho Qubit
preparada no passo anterior).

(21)A concentracao exata de Qubit necessaria para atingir 1 nM pode variar dependendo do
tamanho da biblioteca final de sequenciamento. Com base no tamanho médio das bibliotecas
AllType, recomendamos diluir a biblioteca no Low TE Buffer para uma concentracéo de 0,40
ng/uL * usando a calculadora/tabela localizada na parte inferior da aba Combinacéo de
bibliotecas lllumina - Qubit. Insira a concentracéo atual da biblioteca na célula denominada
Concentragao, ng/pL, e a tabela exibir4 posteriormente o volume da amostra e o volume de
tampao Low TE a combinar para atingir 0,40 ng/uL.

(22)Uma vez diluida, € uma pratica recomendada realizar uma quantificacdo duplicada/triplicada da
biblioteca usando o fluorémetro Qubit para garantir que a biblioteca esteja 0 mais proximo
possivel de 0,40 ng/pL. (isto é: 5 L de biblioteca diluida em 195 pL de Solugéo de Trabalho
Qubit).

(23)Se for necessaria diluicao adicional até 0,40 ng/pL ap0s a leitura duplicada/triplicada do Quibit,
siga o Passo 21.

*Nota: a concentracgédo final da biblioteca de sequenciamento pode precisar de ser ajustada pelo
utilizador, dependendo do tamanho da biblioteca final. Recomendamos 0,40 ng/pUL como ponto de
partida, mas se a densidade do aglomerado de células de fluxo estiver fora da faixa normal para o
MiSeq(170-220), pode ser necessario ajustar a concentragéo final da biblioteca.

d. Combinacao de bibliotecas (usuarios do sistema llluminaiSeq)

(1) Abra a planilha Excel Calculadora de Combinacéo de Bibliotecas NGS, que pode ser obtido no
site da One Lambda. Navegue até a aba Combinac¢do de Bibliotecas Illlumina - Qubit
guando a planilha Excel for aberta.

(2) Para cada amostra, insira a concentrac&o obtida no Qubit na coluna Concentragéo, ng/pL.

(3) As colunas denominadas Concentragdo mais baixa, ng/uL e Volume da amostra, pL devem
ser preenchidas automaticamente.

(4) Verifigue todas as amostras para garantir que o valor na coluna Volume da amostra, pL seja
pelo menos 2 pL (as células com volumes inferiores a 2 L ficaro roxas). Caso contrério, ajuste
o valor para todas as amostras na coluna Volume Total, pL, para que pelo menos 2 pL de cada
amostra esteja a ser usado. O ajuste do valor nesta coluna atualizara o valor na coluna Volume
da amostra, pL.

(5) Comece o processo de criacdo da combinacdo equimolar adicionando primeiro um volume de
Low TE num tubo LoBind de 1,5 ml que iguala o valor da planilha Excel na célula
denominada TOTAL Low TE (uL).

(6) Em seguida, para cada amostra, adicione um volume de cada amostra ao tubo LoBind, igual ao
volume indicado na coluna Volume da amostra, pL da planilha Excel.
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(7) Com a combinag&o completa, transfira metade da combinacgéo de bibliotecas para um novo tubo
LoBind. Anote o volume real transferido.

(8) Realize uma limpeza 0,8X AMPure no novo tubo que contém a biblioteca LoBind. Por exemplo,
se 100 pL de biblioteca foram transferidos, adicione 80 pL de esferas AMPure.

(9) Pipete a mistura de esferas e bibliotecas AMPure aproximadamente 10 vezes para misturar.
Incubar em temperatura ambiente durante 5 minutos.

(10)Quando a incubacéo estiver concluida, coloque o tubo em um suporte magnético e deixe
repousar por aproximadamente 3 minutos ou até a solugao desaparecer.

(11)Durante os 3 minutos de incubacéo, prepare 500 pL de EtOH a 75%.

(12)Quando a incubacéo de 3 minutos estiver concluida, remova e descarte o sobrenadante do tubo
LoBind sem perturbar o sedimento de esferas.

(13)Com o tubo ainda no im&, adicione 200 uL de EtOH 75% preparado recentemente. Gire o tubo
no imé& aproximadamente 5 vezes para misturar o sedimento de esferas com o EtOH. Se girar o
tubo ndo permitir a mistura, use uma pipeta.

(14)Depois de o sedimento de esferas se formar, remova e descarte o sobrenadante do tubo LoBind
sem perturbar o sedimento de esferas.

(15)Repita os passos 13 e 14 para uma segunda lavagem com EtOH.

(16)Com o tubo aberto para o ambiente, deixe o sedimento secar ao ar durante até 5 minutos.
Monitore o sedimento de esferas durante todo o processo de secagem, para que o sedimento
ndo seque demais. Sedimentos secos demais dificultam a ressuspensao.

(17)Quando o sedimento de esferas estiver seco, elua a biblioteca das esferas adicionando um
volume igual de tampéo TE baixo a quantidade de biblioteca transferida no Passo 7 (elua com
100 pL se 100 pL foram inicialmente transferidos).

(18)Remova o tubo do imé e ressuspenda totalmente o sedimento no tampé&o Low TE, seja por
vortex suave ou através do uso de mistura de pipetas. Depois de misturada, deixe a solucdo
descansar durante 1 minuto.

(19)Coloque o tubo de volta no im&, deixe o sedimento formar-se e transfira 95 pL da biblioteca
eluida para um novo tubo LoBind de 1,5 ml.

(20)A biblioteca deve estar agora huma concentracao superior a 100pM, a concentragéo de
biblioteca necesséria para o sistema lllumina iSeq. Quantifique 5 pL da biblioteca eluida usando
o fluorémetro Qubit (isto é: 5 pL da biblioteca eluida em 195 pL da solugdo de trabalho Qubit
preparada no passo anterior).

(21)A concentragdo exata de Qubit necessaria para atingir 100pM pode variar dependendo do
tamanho da biblioteca de sequenciamento final. Com base no tamanho médio das bibliotecas
AllType, é recomendavel diluir a biblioteca no tampao Low TE para uma concentracédo de
0,045*ng/uL usando a calculadora/tabela localizada na parte inferior da aba Combinacéo de
bibliotecas lllumina - Qubit. Insira a concentracéo atual da biblioteca na célula denominada
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Concentracgao, ng/uL, e a tabela exibird posteriormente o volume da amostra e o volume de
tamp&o Low TE a combinar para atingir 0,045 ng/uL.

(22)Uma vez diluida, é uma pratica recomendada realizar uma quantificacédo duplicada/triplicada da
biblioteca usando o fluorémetro Qubit para garantir que a biblioteca esteja 0 mais préximo
possivel de 0,045 ng/uL. (isto é: 5 UL de biblioteca diluida em 195 pL de Solugéo de Trabalho
Qubit).

(23)Se for necessaria diluicao adicional até 0,045 ng/pL apds a leitura duplicada/triplicada do Qubit,
siga o Passo 21.

*Nota: a concentracéo final da biblioteca de sequenciamento pode precisar de ser ajustada pelo
utilizador, dependendo do tamanho da biblioteca final. Recomendamos 0,045 ng/uL como ponto de
partida, mas se a ocupacao da célula de fluxo estiver fora da faixa normal para o iSeq (75 - 95%), pode
ser necessério ajustar a concentracao final da biblioteca.

IMPORTANTE: Os usuérios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5 devem
proceder a Secdo 11 para preparacado de template, preparacdo de sequenciamento e
sequenciamento

IMPORTANTE: Os usuarios dos Sistemas lllumina MiSeq, MiniSeq ou iSeq devempular a
Secdo 11 e avancar para a Secédo 12, 13 ou 14 para preparagéo de template, preparacao
de sequenciamento e sequenciamento
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11. Preparacao de template, preparacéo de sequenciamento e sequenciamento (usuarios
dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5)

a. Preparacéo do lon Chef EXT — Preparacéo de template e sequenciamento

Observacédo: O procedimento a seguir descreve como preparar um processamento no Instrumento
lon Chef, que automatiza o processo de preparacdo de template e preparacdo de
sequenciamento.

A preparagéo de template é o processo no qual os fragmentos de biblioteca presentes na biblioteca
combinada equimolar do passo anterior sao amplificados individualmente na superficie de lon S5 lon
Sphere™ Particles (ISP) por meio de um processo denominado Amplificagido Isotérmica (IA). Na
conclusao da IA, cada ISP deve conter um fragmento de biblioteca Unico amplificado clonalmente na
sua superficie.

Em seguida, o instrumento realiza o enriquecimento, no qual os ISP néo incluidos no template sao
removidos da reacéo.

Finalmente, o instrumento acrescenta um primer de sequenciamento e polimerase aos
ISP enriquecidos. O procedimento termina com o carregamento da rea¢éo no lon 530
Chip.

Materiais e equipamentos necessarios
lon S5 EXT Chef Solutions Kit*
lon S5 EXT Chef Reagents Kit*
lon S5 EXT Chef Supplies Kit*
lon 530 Chip Kit

*Incluido com o ION 520 e 530 Ext Kit — Chef (N.° Cat. IONCHEF-EXT)

(1) Planejar um processamento no Torrent Browser
(a) Aceder ao Torrent Browser do Torrent Server que estd ligado ao Sequenciador lon S5 ou lon
GeneStudio S5 e ao Instrumento lon Chef.

(b) Selecionar a aba Plan, localizado no canto superior esquerdo da tela, e, em seguida,
selecionar o botdo Plan Template Run na tela seguinte.

(c) No painel esquerdo, selecionar Generic Sequencing.
(d) No canto superior direito da tela, selecionar Plan New Run.

(e) Proceder com as opg¢Bes padrdo nos separadores lon Reporter e Application clicando no
botdo Next.

() Na aba Kits, clicar no botao “Details +” para aceder a mais opgodes, selecionar os
seguintes parametros e clicar no botdo Next ao terminar:

Observacédo: Todas as sele¢des abaixo devem ser feitas no TSS 5.2.1 ou superior. Se
estiver a utilizar uma versédo anterior do software, alguns campos poderao estar ausentes.
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Parédmetro Valor
Instrument Type: lon S5 System
Chip Type: lon 530 Chip
Library Kit Type: lon Xpress Plus Fragment Library Kit
Forward Library Key: lon TCAG
Test Fragment Key: ATCG
Barcode Set: lonXpress
Forward 3’ Adapter: lon P1B
Flow Order lon samba contradanza flow
Template Kit: lon 520 and lon 530 EXT Kit — Chef
Sequencing Kit: lon S5 EXT Sequencing Kit
Base Calibration Mode: No Calibration
Flows: 1350

(g) Na aba Plugins, ndo € necessério fazer nenhuma selec¢do. Clicar em Next.
(h) Na aba Projects, os usuéarios tém a opg¢éo de selecionar um Project no qual o

(i)

0)
(k)

processamento concluido seréd agrupado. Este passo € opcional. Clicar em Next.

Na aba Plan, atribuir um nome ao processamento. Para além disto, utilizar esta tela para
introduzir as amostras envolvidas no processamento. Introduzir a quantidade de amostras a
serem processadas na caixa Number of Barcodes. Clicar na respetiva caixa de selecéo.
Inserir o Sample Name correspondente a cada cédigo de barras. Ao terminar, clicarem Plan
Run.

Este processamento sera apresentado posteriormente como uma op¢ao ao iniciar o lon Chef
e 0 Sequenciador lon S5/ GeneStudio S5.

Observacdo: Alternativamente, os usuérios podem optar por Planejar o processamento
criando Sampe List Imports ou Run Templates. Consultar o Guia do Utilizador do Torrent
Suite Software, que esta disponivel na lon Community, ou contactar o Apoio Técnico da One
Lambda para obter detalhes sobre esses processos alternativos.
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(2) Componentes do Sistema lon Chef

Figura 2:

N KL B
6 o6

(1) Door - Provides access to the interior of (5) Power button — Power switch for the lon

the instrument. The door is locked in the Chef™ Instrument, where the states are on
closed position during operation. (illuminated] and off
@ Micropipettor - A mechanical positive- @ Power port — A 100-240 VAC port that
displacement pipettor that performs all provides power to the lon Chef”
fluid transfers during sample and chip Instrument.
preparation (@ Ethernet port — An RJA45 port that provides
(fD Robatic arm - Performs fluid transfer Ethernet [100Mbit] communication with
during chip loading. The arm also the lon Chef” Instrument.
contains an optical sensor that reads the USB port — Provides USB communication
barcodes of instrument reagents and with the lon Chef” Instrument. Used to
consumables update the instrument firmware and to
@ Touchscreen - Provides access to all transfer data during service or
instrument functions for operation, maintenance.

maintenance, and troublesheoting.

1. Tampa - D& acesso ao interior do instrumento. A tampa é travada na
posicdo fechada durante a operacao.

2. Micro-pipetador — Um pipetador mecénico com deslocamento
positivo, que realiza todas as transferéncias de fluidos durante a
preparac&o de amostras e chips.

3. Brago robético — Realiza a transferéncia de fluidos durante o
carregamento de chips. O brago também contém um sensor 6tico
que Ié os cadigos de barras dos reagentes e materiais consumiveis
do instrumento.

4. Telatactil — D4 acesso a todas as funcdes de operacéo,
manutengéo e diagndstico do instrumento.

5. Botéo liga/desliga — Botéo liga/desliga dos Instrumentos lon Chef,
com os estados ligado (iluminado) e desligado.

6. Porta de alimentagdo — Uma porta de 100-120 VCA que alimenta o
Instrumento lon Chef.

7. Porta Ethernet — Uma porta RJ45 que proporciona a comunicagao
Ethernet (100 Mbit) com o Instrumento lon Chef.

8. Porta USB — Proporciona comunicagdo USB com os Instrumentos
lon Chef. Utilizada para atualizar o firmware do instrumento e
transferir dados durante a assisténcia técnica ou manutencgéo.
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(3) Hardware interno e materiais consumiveis do Sistema lon Chef

Figura 3:

(1) New pipette tips - The position of the rack (&) Selutions station - The pasition on the

containing unused pipette tips. instrument deck of the lon S5° Chef
(2 Automated heated cover - Transfers the Selutions Cartridge. which is maintained
plate cover to the PCR reaction plate at room temperature.
within the sample block. During thermal (7)) Recovery Centrifuges - Twin stations that
cycling, the heated cover applies perform centrifugation of the ISPs during
compression to seal the reaction plate the recovery phase of template
and heats the cover to prevent preparation.
condensation. (E) Enrichment station - The pasition of the
() Thermal cycler sample block - Performs rack containing consumables for the
thermal cycling of the sequencing enrichment of the template-positive ISPs.
reactions on a 9é-well PCR reaction plate. () Chip-loading Centrifuge — Performs
(£) Waste pipette tip rack— The position of centrifugation of sequencing chips that
the rack containing waste lused) pipette have been mounted to chip-loading
tips. adapters and loaded with template-
O] Reagents station - The position on the pasitive I5Ps.

instrument deck of the diluted libraries,
NaOH, and the lon 520 & 530" Chef
Reagents Cartridge.

Novas ponteiras de pipeta — A posigao da rack que contém
ponteirasde pipeta ndo utilizadas.

Tampa aquecida automatica — Transfere a tampa da placa para a
placa da reagdo PCR no bloco da amostra. Durante a
termociclagem, a tampa aquecida aplica compresséao para vedar a
placa da reacéo e aquece a tampa para prevenir a condensacao.
Bloco da amostra do termociclador — Realiza a termociclagem das
reacOes de sequenciamento numa placa de reacdo PCR de 96
pocos.

Rack de ponteiras de pipeta usadas — A posi¢cdo da rack

que contém as ponteiras de pipeta utilizadas (para

eliminagéo).

Estacdo de reagentes — A posigdo das bibliotecas diluidas, NaOH e
lon 520™ & 530™ Chef Reagents Cartridge na plataforma do
instrumento.

Estacdo de solugBes — A posicédo do lon S5™ Chef Solutions
Cartridge, que é mantido a temperatura ambiente, na plataforma do
instrumento.

Centrifuga de recuperacédo — Estacdes gémeas que realizam a
centrifugac&o dos ISP durante a fase de recuperagéo da preparagao
de template.

Estacdo de enriquecimento — A posicéo da plataforma que contém
0s materiais consumiveis para o enriquecimento dos ISP com
templates correspondentes.

Centrifuga carregadora de chips — Realizar a centrifugacédo dos
chips de sequenciamento montados nos adaptadores de
carregamentode chips e carregados com ISP com templates
correspondentes.
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(4) Diretrizes de procedimento do Sistema lon Chef

(@)
(b)
(©)

(d)
()

(M
(9)

(h)

0)
(k)

(M

A reacdo de Amplificacdo Isotérmica (IA) é sensivel a contaminacdo de fragmentos falsos de
DNA de passos anteriores do processamento da amostra. Ndo introduzir DNA amplificado na
area de trabalho de preparacao de bibliotecas.

Todos os componentes do Instrumento lon Chef devem ser utilizados apenas uma vez.
Armazenar todos 0s materiais consumiveis e cartuchos do Sistema lon Chef nas condi¢des
recomendadas e na posi¢ao vertical.

Manusear os chips de sequenciamento segurando-os delicadamente pelas bordas.

Quando o Sistema lon Chef ndo esta a ser utilizado, remover todos 0s materiais consumiveis
e reagentes da plataforma e fechar a tampa do instrumento.

Antes de utilizar, verificar se o lon Chef foi limpo apds a ultima utilizacao.

Descongelar os lon S5 ExXT Chef Reagents totalmente mantendo-os a temperatura ambiente
durante pelo menos uma hora. Se os reagentes foram totalmente descongelados e néo
forem utilizados imediatamente, armazenar o cartucho a temperatura de 4 °C até a
utilizacao.

Verificar se todos os componentes estédo limpos e secar antes de carregé-los no Instrumento
lon Chef.

Antes de carregar os componentes, verificar se 0s compartimentos das estacées de
reagentes e solugbes estdo secos e sem condensacao.

Com a excecao do Pipette Tip Cartridge V2, ndo reutilizar nenhum dos materiais
consumiveis ou reagentes do Sistema lon Chef.

Utilizar apenas os kits e materiais lon Torrent com o Instrumento lon Chef. A utiliza¢&o de
reagentes e materiais de terceiros pode ter um impacto negativo no desempenho do
Instrumento lon Chef e dos chips preparados.

A centrifuga de carregamento de chips do lon Chef estd homologada para funcionar nas
frequéncias rotativas indicadas com os recipientes de chips, chips e adaptadores. A
centrifuga deve ter a carga equilibrada.

(m) Remover e sequenciar um chip dentro de 1 hora apos o Sistema lon Chef terminar de

(n)

carrega-lo. Se nao for possivel sequenciar imediatamente um chip carregado, armazena-lo
num recipiente de armazenamento de chips a temperatura de 4 °C até ao processamento
(méaximo de 8 horas).

Caso opte por armazenar um chip carregado, remover o chip do armazenamento a
temperatura de 4 °C pelo menos 20 minutos antes de processéa-lo. Manter o chip no
recipiente de armazenamento enquanto volta a temperatura ambiente.
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(5) Configuracéo e operacéo do Instrumento lon Chef

Figura 4:

R

s sessecew

(a) Natelainicial, clicar no botdo de eje¢do no canto superior direito. Isto destravard a tampa

(b)

(©)

(d)

(e)

(M
(9)

(h)

do instrumento.
Deslizar a tampa nos trilhos até acionar a trava.

Consultar a Figura 4 ao seguir as instru¢fes a seguir:

Instalar uma nova rack de ponteiras na posi¢cdo 3. Um rack de ponteiras vazias de um
processamento anterior deve ser instalado na posicdo 2. Para inserir as suporte de
ponteiras,puxe a aba para a frente e a trava para cima. Com a trava puxada para cima,
deslize umanova rack para a posi¢ao certa, puxe a trava para baixo e empurre a aba para
tras.

Posicione a placa de 96 po¢os com bordas parciais no bloco da amostra no termociclador,
na posicéo 4. Deslize uma vedacéo de placa sob a tampa atrds da placa de 96 pocos. As
ranhuras devem estar voltadas para fora e para cima.

Retirar as tampas dos 4 tubos do Reagents Cartridge. Acrescentar 50 ul da biblioteca
preparada 100pM ao lon S5 EXT Chef Library Sample Tube (tubo com cd6digo de barras no
Reagents Cartridge). Posicionar o lon S5 ExT Chef Reagents Cartridge na posicdo 5.

Posicionar o lon S5 Chef Solutions Cartridge na posi¢éo 6.

Posicionar um novo lon 530 Chip no adaptador de chip, posicionar o adaptador/chip num
recipiente de chip e posicionar o recipiente com o adaptador/chip no ponto A da Centrifuga
de Chip, na posicao 9. O ponto A esta localizado a 90° no sentido dos ponteiros do rel6gio
do orificio marcador do ponto A; consultar a Figura 5 na pagina seguinte.

Repetir o passo (g) utilizando um lon Chef S5 Series Chip Balance com o outro adaptador e
outro recipiente de chip. Posicionar o recipiente de chip com o chip balance no ponto B. O
ponto B esta localizado a 90° no sentido dos ponteiros do reldgio dos orificios marcadores do
ponto B; consultar a Figura 5 na pagina seguinte.

Observacdo: O chip entra no recipiente em apenas uma orienta¢do. A ranhura do chip e o
recipiente devem estar alinhados. Para além disto, o recipiente entra no instrumento em
apenas uma orientacdo. O adaptador deve deslizar para dentro da ranhura com a aba
pressionada para tras para encaixar na outra ranhura, para assentar o adaptador com
firmeza no recipiente de chip. Consultar a Figura 6 na pagina seguinte.
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Figura 5:
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(6)

(i)
0)
(k)

(

Fechar a tampa da centrifuga de chip.
Posicionar o cartucho de enriquecimento na posigéo 8.

Carregar seis tubos de recuperagdo em cada centrifuga de recuperagao, na posi¢cao 7. Em
seguida, posicionar as tampas descartaveis da estacdo de recuperacao sobre cada
centrifuga. As tampas encaixam-se nas centrifugas em apenas uma posicao. O codigo de
barras deve estar voltado para cima.

Fechar a tampa articulada das centrifugas de recuperacéo. Verificar se a porta de cada
tampa esta voltada para a traseira do instrumento.

(m) Antes de continuar, verificar se a nova rack de ponteiras esta imobilizada (trava para baixo

eaba para tras).

Inicia o processamento do Chef ExT

(a) Na telainicial, selecionar “Set Up Run”.
(b) Selecionar “Quick Start”. Alternativamente, pode-se selecionar “Step by Step”. Isto oferece

(©)
(d)
()
(f)

(9)

(h)

ao utilizador as mesmas instru¢gdes apresentadas acima, acompanhadas de orientacdes na
tela.

Premir “Next” para iniciar o processo de verificag&o das ponteiras.

Quando instruido, fechar a tampa do instrumento.

Premir “Start Check”. O instrumento examina a plataforma para verificar se tudo esta correto.
Quanto instruido, escolher o plano de processamento na tela Data Destination.

A tela Run Options permite que o utilizador selecione quando o processamento concluira o
carregamento do chip (~6,5 horas). O tempo apresentado inicialmente a direita do “Timer”
refere-se ao funcionamento do instrumento sem pausas. Para mudar o tempo de

processamento, clicar em “Timer” e introduzir outro tempo. Ao terminar, clicar em “Start
Run”.

No fim do processamento, remover o chip do adaptador. Retirar o excesso de liquido com
uma pipeta de 200 pl. Proceder a sequenciamento no Sistema de Sequenciamento lon S5
ou lonGeneStudio S5.

OBSERVACAO: Para obter apoio adicional para o Instrumento lon Chef, consultar a
documentacao do fabricante para os usuarios.

b. Limpezae manutencdo do Sequenciador S5
E necessério limpar e fazer manutencdo no instrumento antes da inicializacdo. Consultar os
requisitos de limpeza e manutencao no manual de servi¢o do lon S5.

c. Sequenciamento do S5 - Sequenciador S5 e inicializagdo do processamento

Observacédo: O procedimento a seguir descreve 0 processo para preparar o Sequenciador lon S5 ou lon
GeneStudio S5 para um sequenciamento apos o instrumento passar pelo processo de limpeza. A
inicializacdo do instrumento deve ser realizada no mesmo dia do carregamento de um chip no
Instrumento lon S5 ou lon GeneStudio S5 e pelo menos uma hora antes da conclusdo do processamento
do lon Chef.

Materiais e equipamentos necessarios

lon S5 EXT Cleaning Solution Bottle

lon S5 EXT Sequencing Solution Bottle usado
lon S5 Sequencing Reagents Cartridge usado
lon Chip™ usado
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(1) Inicializacdo do S5

()

Observacdo: Recomenda-se que a sequenciamento seja iniciada logo que possivel apos
ocarregamento do chip e a inicializacéo do instrumento.

Observacédo: O lon S5 ExT Sequencing Reagents Cartridge e o lon S5 EXT Sequencing
Solutions sao diferentes do lon S5 EXT Chef Reagents Cartridge e do lon S5 EXT Chef Solutions
utilizados para a Preparacao Manual de Template, respetivamente.

(@)

(b)
(©)
(d)
(e)
(f)

(9)

(h)

(i)

0)
(k)

Deixar um lon S5 EXT Sequencing Reagents Cartridge equilibrar-se a temperatura ambiente
antes da inicializacdo. Recomenda-se que o cartucho seja descongelado pelo menos 1 hora
antes da inicializagdo para que os nucleotideos possam descongelar totalmente. Se os
reagentes foram totalmente descongelados e ndo forem utilizados imediatamente,
armazenar o cartucho a temperatura de 4 °C até a utilizagdo.

No menu principal do instrumento, selecionar “Initialize”. As presilhas da tampa, do chip e do
cartucho de reagentes se destravam.

Quando instruido, remover o lon S5 EXT Sequencing Solution Bottle e o Reservatério de
Residuos e esvaziar o Reservatorio de Residuos.

Reinstalar o Reservatério de Residuos esvaziado.
Trocar o lon S5 EXT Sequencing Reagents Cartridge gasto por um novo.

Inverter o lon S5 EXT Sequencing Solution Bottle 5 vezes, remover a tampa vermelha e, em
seguida, instalar.

Verificar se um chip de sequenciamento usado de um processamento anterior foi
instaladocorretamente na presilha do chip e se a presilha do chip esta inserida
completamente.

Se necessario, instalar um novo lon S5 EXT Cleaning Solution Bottle. O lon S5 EXT Cleaning
Solution Bottle pode ser utilizado até 4 vezes.

Fechar a tampa e selecionar “Next”. O instrumento confirma se 0s materiais consumiveis e o
chip estéo instalados corretamente e se o lon S5 ExT Cleaning Solution contém uma
guantidade suficiente de reagentes para realizar uma limpeza pos-processamento.

Seguir todas as recomendagfes apresentadas na tela para assegurar a instalacdo correta
dos materiais consumiveis necessarios.

No fim da inicializagéo (cerca de 40 minutos), selecionar “Next” para voltar ao menu
principal. O instrumento agora esté pronto para iniciar um sequenciamento.

Iniciar a sequenciamento

(@)
(b)
(©)
(d)
(e)

(f
(9)

No menu principal do instrumento, selecionar “Run”. A presilha da tampa e do chip se
destravam.

Remover o chip de sequenciamento usado. Em seguida, posicionar o chip carregado com
os ISP modelados nas presilhas do chip, com a ranhura voltada para baixo.

Empurrar a presilha do chip completamente para travar. Em seguida, fechar a tampa do
instrumento e pressionar “Next”.

Na lista pendente, selecionar o Planned Run criado no software Torrent Suite™ e, em
seguida, pressionar “Next”.

Verificar se as configura¢des preenchidas previamente estédo corretas ou alterar utilizando os
botSes e as listas pendentes, se necessario.

Confirmar se a tampa do instrumento esta fechada e, em seguida, pressionar “Next”.
Pressionar “Calibrate” para iniciar o sequenciamento.
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IMPORTANTE: Os usuarios dos Sequenciadores lon S5 ou lon GeneStudio S5
devem voltar a Secéo 11
Os usuérios do sistema lllumina MiniSeq devem prosseguir para
a secao 13.
Os usuarios do sistema lllumina iSeq 100 devem prosseguir
para a se¢éo 14.
A Secdo 12 destina-se exclusivamente para 0s usuarios do
Sistema lllumina MiSeq.

12. Preparacgao de template, preparacdo de sequenciamento e sequenciamento (usuarios do
Sistema lllumina MiSeq)

a. Criacdo de placa de amostra e ficha de amostra para o lllumina MiSeq

Observacdo: O procedimento a seguir descreve a utilizacdo do software Illumina Experiment
Manager para criar uma placa de amostra e uma ficha de amostra para um sequenciamento com
0 AllType NGS Assay.

(1) Criacdo de uma placa de amostra
(a) Iniciar o software Illumina Experiment Manager.
(b) Selecionar o botdo Create Sample Plate.

(c) Quando instruido a selecionar um Library Prep Kit, selecionar TruSeq DNA CD Indexes (96
Indexes) e clicar em Next.

(d) Natela Plate Parameters, atribuir um nome a placa no campo aberto e selecionar 2 (Dual)
para o botéo de opcéo Index Reads.

(e) Natela Plate Samples, preencher a Sample ID de cada amostra da sua biblioteca,
aplicando o respetivo Index 1 e Index 2 a cada amostra. Utilizar como guia a disposicéo de
placa AllIType NGS Index Flex Kit apresentada na secéo Ligacdo de indices e reparo de
lesbes deste documento.

() Ao terminar, clicar no botdo Finish e guardar a Sample Plate.

(2) Criacédo de uma ficha de amostra

(a) Apos guardar a Sample Plate, o lllumina Experiment Manager leva o utilizador de volta a
tela inicial.

(b) Selecionar o botdo Create Sample Sheet.

(c) Natela Instrument Selection, selecionar a op¢do MiSeq e, em seguida, clicar em Next.
(d) Natela MiSeq Application Selection, selecionar a op¢éo Other.

(e) Na mesma tela, selecionar a opgdo FASTQ Only e clicar em Next.

(H Na tela Workflow Parameters, preencher os campos como indicado na seguinte ilustracéo:
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FASTQ Only Run Settings

Reagent Catndge Barcode®™
Library Prep Woridlow

Index Adapters

Index Reads

Experiment Name
Investigator Name
Description

Date

Read Type

Cycles Read 1
Cycles Read 2

* - required field

TuSeqDNAPCRFee v

[TruSeq DNACD indexes (96 indexss) |

0 (None) 1(Snge) © 2(Dug)
%207 @
® Pared End Single Read

151

151

FASTQ Only Worldlow-Speciic Settings

Custom Primer for Read 1

Custom Primer for index

] Custom Primer for Read 2

Reverse Complement

7] Use Adapter Trmming

7| Use Adapter Trmming Read 2

(g) Preencher eventuais campos obrigatorios e/ou n&o obrigatérios adicionais de acordo com a
preferéncia do utilizador. Clicar em Next.

(h) Natela Sample Selection, carregar a Sample Plate criada na se¢&o anterior. Com as
informagOes da amostra carregadas, transferir as amostras pertinentes ao processamento no
lado direito da tela. Ao terminar, clicar em Finish e guardar a Sample Sheet como um
ficheiro .csv para transferéncia posterior ao instrumento Illlumina MiSeq.
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b.

Preparacéo e configuracdo de um sequenciamento

Observacéao: O procedimento a seguir descreve como diluir e desnaturar a biblioteca combinada.
Apo6s a diluicdo e desnaturacao da biblioteca combinada, é preparado um controlo PhiX. Em
seguida, a biblioteca preparada e o controlo PhiX preparado sdo combinados e carregados no MiSeq
Reagent Cartridge para sequenciamento.

Materiais e equipamentos necessarios

1)

(@)

3)

MiSeq Reagent Kit v2 (300 ciclos)

Tampéo Low TE

PhiX Control Kit e Tubos Eppendorf LoBind de 1,5 ml
Solugcdo NaOH e Vortex
Agua livre de nuclease e Mini/Micro-centrifuga

Preparacédo da biblioteca combinada para sequenciamento

Observacdo: Antes de iniciar a proxima série de passos, descongelar o MiSeq Reagent Cartridge
durante pelo menos uma hora deixando o cartucho exposto a temperatura ambiente ou
submergindo em agua a temperatura ambiente até a linha de preenchimento indicada. Apés
descongelar, o cartucho pode ser armazenado a temperatura de 4 °C até a sequenciamento.

Para além de descongelar o cartucho de reagentes, descongelar o HT1/Hybridization Buffer
incluido no MiSeq Reagent Kit. Apés descongelar, manter o HT1/Hybridization Buffer em gelo.

(&) Num novo tubo LoBind de 1,5 ml, combinar 5 pl dos 1,60 ng/ul (4nM) da biblioteca
combinada com 5 pl de uma solugdo NaOH 0,2M recém-preparada. Agitar no vortex,
centrifugar com pulsa¢des e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

(b) Ao fim dos 5 minutos de incubacao, acrescentar 990 pl de HT1/Hybridization Buffer &
biblioteca desnaturada para reduzir a concentra¢@o para 20pM. Agitar no vortex e
centrifugar com pulsacdes.

Preparacédo do controlo PhiX para sequenciamento

(&) Num novo tubo LoBind de 1,5 ml, combinar 2 ul de stock de PhiX 10nM a 3 pl de Low TE
Buffer para diluir o PhiX para 4nM. Agitar no vortex e centrifugar com pulsacoes.

(b) Ao mesmo tubo com PhiX 4nM, acrescentar 5 pl de solu¢do NaOH 0,2M recém-preparada.
Agitar no vortex, centrifugar com pulsa¢des e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

(c) Ao fim dos 5 minutos de incubacao, acrescentar 990 pl de HT1/Hybridization Buffer ao PhiX
desnaturado para reduzir a concentracédo para 20pM. Agitar no vortex e centrifugar com
pulsacoes.

O PhiX 20pM pode ser armazenado a temperatura de -20°C por até 2 semanas.

(d) Num novo tubo LoBind de 1,5 ml, combinar 37,5 pl do PhiX 20pM com 22,5 ul de
HT1/Hybridization Buffer para reduzir a concentracao para 12,5pM. Esta diluicdo serve
como controle para o sequenciamento.

Preparacédo da corrida de sequenciamento

(&) Num novo tubo LoBind de 1,5 ml, combinar 570 pl da biblioteca 20pM preparada nos passos
anteriores, juntamente com 30 pl de controlo PhiX 12,5pM. Agitar no vortex e centrifugar
com pulsacdes.

(b) Obter 0 MiSeq Reagent Cartridge descongelado e inverter 10 vezes para misturar e, em
seguida, bater delicadamente no cartucho na posi¢éo vertical num balcdo. Enxugar qualquer
liquido ou condensacéo do cartucho utilizando um pano de laboratorio.

(c) Perfurar o poco 17 do MiSeq Reagent Cartridge utilizando a ponteira da pipeta de 1 ml. Eliminar a

TDX-OLI-DMR-PS-3067, Rev 06 P&gina 52 de 69



One Lambda, Inc.

| Instrucdes de Uso do Produto: AllType™ NGS 11 Loci Amplification Kit

(d)

()

(f

(9)

(h)
(i)

ponteira apds furar.

Transferir 600 pl da solugdo combinada da biblioteca e do PhiX para o poco 17 utilizando
uma pipeta. Dispensar a solu¢éo no fundo do poco.

Se for o caso, transferir a Sample Sheet criada nas sec¢des anteriores para o local
apropriado no instrumento MiSeq.

Premir o botdo Sequence na interface do instrumento para configurar o resto do
sequenciamento.

Quando instruido a inserir a célula de fluxo, limpar a célula de fluxo apés remové-la
cuidadosamente do seu recipiente enxaguando bem com agua de grau de laboratorio. Apds
enxaguar, secar totalmente a superficie da célula de fluxo aplicando delicadamente um pano
de laboratdrio. Assegurar a remoc¢éo de todas as manchas visiveis, poeira e resquicios do
pano de laboratério da superficie da célula de fluxo.

Continuar com a inicializag&o do sequenciamento.

Ao terminar 0 processamento, limpar o instrumento prontamente de acordo com as
recomendaces da Illlumina.

13. Preparacado do Template, preparacdo do sequenciamento, e sequenciamento (usuarios do
sistema Illlumina MiniSeq)

a. Configuracdo da Folha de Amostras lllumina MiniSeq e Execuc¢do de Sequenciamento

(1) Configure o MiniSeq para andlise no instrumento através do Local Run Manager, escolhendo
“‘Manage Instrument” na tela inicial.

Welcome to MiniSeq

Sequence

Perform wash

(2) Escolha System Configuration>Analysis Configuration>Local Run Manager
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Manage Instrument

Unloading
consumables.. Process status

System Configuration

Analysis
configuration

Network
configuration

Analysis

O BaseSpace Onsite

O BaseSpace

Local Run Manager login credentials

Save the credentials as the default

User name: [admin

@ Local Run Manager O Standalone

D Bypass Analysis Method login screen

ssessssses l

Password:

BaseSpace login credentials

Use run monitoring

Save the credentials as the default

User name: [ harry.lopez@thermofisher.com

Password: [ sssssssece I

Output folder *

[ D:\Data

=

Send instrument health information to Illumina to help lllumina improve its products

(3) Na aba Local Run Manager, preencha os campos com o nome de utilizador e a palavra-passe
e, opcionalmente, as credenciais de login do BaseSpace podem ser preenchidas para ativar a

monitorizacdo da execucdo. Além disso, uma pasta de saida deve ser designada.

(4) Instale o Chromium, se ainda néo estiver instalado. Em seguida, digite "localhost" no campo
URL para aceder ao Local Run Manager e faga login.

(5) Cliqgue em Create Run>GenerateFASTQ para acessar a pagina “Create Run”.
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Local Run Manager Q & & Admin User ~

1 0 0 2 3

Ready In Progress Stopped or Complete Total GenerateFASTQ
Unsuccesshul

RUN NAME / ID MODULE STATUS LAST MODIFIE...«
11L-196 QC Panel 1 HL MinL.. GENE! ASTQ 2019-01-12
190111_MNO1037_0003_ADD0OH2MM2J Analysis Completed 17:29

MiniSeq Test Run HT 181_1... GENE!

AST 2019-01-09
190108_MND1037_0002_AD00DHZMLNY Analysis Completed 14:53
OneLamda_MNSQ_PhiX_Ve... GENERATEFASTQ 2018-12-21
= Ready for Sequencing 14:05

@ Showing 1-3 0f3 | Active Runs =

(6) Preencha o campo Nome da execucao com as informacdes apropriadas. Preencha a Descri¢éo
da execug¢do com qualquer outra informagéo relevante. Para o Library Prep Kit, escolha "TruSeq

HT". E possivel clicar no botdo Template para fazer o download de um template de codigo de
barras MiniSeq.

(7) Preencha o template “GenerateFastQ-samples.csv” com o nome da amostra associado
as combinagbes de cdédigos de barras apropriadas. Em seguida, cligue no botdo azul
"Importsamples" para fazer upload da lista de amostras preenchida.
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Create Run ceneraeras
Run Name*® Run Description
MiniSeq Test Run Tempilate for MiniSeq
Run Settings
Library Prep Kit* TruSeq HT Read Typs" D Single Read & Paired End
Index Resds® @ 2 READ1 INDEX 1 INDEX 2 READ 2
Read Lengths® 151 g & 151
Custom Primers 0 Readt O Index 1 O Index 2 0 Read2
Module-Specific Settings
O No module—specific settings available fior the selected Library Prep Kit.
Show advanced module settings...
e | B
SAMPLEID* SAMPLEDESCRIPTION INDEX 1 (7} INDEX 2 {I5)"
1 |UTTLE 11L_186_mm@Bann_QC_P1_HL D707 D501 x
2 |TER2542 11L_186_mm@Bann_QC_P1_HL D707 D502 x
ERET 11L_186_mm@Bann_QC_P1_HL D707 D503 x
LR E 11L_186_mm@Bann_QC_P1_HL D707 D504 x
5 |TERzmas 11L_186_mm@Bann_QC_P1_HL D707 D505 x
€ |TER2048 11L_186_mm@Bann_QC_P1_HL D707 D508 x
T |TERzz7 D707 DEOT x
® ITER2s0e o707 D508 x
 ITerizes 11L_186_mm@Bann_QC_P1_HL D708 D501 x
Y Rz 11L_186_mm@Bann_QC_P1_HL D708 D502 x
(8) Exemplo de folha de amostra MiniSeq
4 A | B | € | D | E |
1 |Sample_I[Descripticl7_Index_15_Index_ID
2 |Samplel D701 D501
3 Sample 2 D701 D502
4 Sample 3 D701 D503
5 Sample4 D701 D504
& Sample5 D701 D505
7 |Sample 6 D701 D506
& Sample? D701 D507
9 |Sample 8 D701 D508
10 |Sample 9 D702 D501
11 |Sample 10 D702 D302
12 |Sample 11 D702 D503
13 |Sample 12 D702 D504
14 |Sample 13 D702 D505
15 |Sample 14 D702 D506
16 |Sample 15 D702 D507
17 |Sample 16 D702 D508
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b. Preparagdo de amostras lllumina MiniSeq

(1) Preparagéo PhiX

Reagentes necessarios:

PhiX

Tampéo de suspensédo de DNA
Tampdao de hibridag&o (fornecido com o kit MiniSeq)
NaOH 0,1 M (preparado na hora)

Nota: o tampéo de hibridacéo estéa incluido no kit de reagentes MiniSeq e armazenado
separadamente a -20 °C. Antes da preparacdo do PhiX e da amostra, remova o tampao de
hibridizacéo de -20 °C e, depois de descongelado, mantenha o tampé&o de hibridizacdo em gelo.

1.

2.

Prepare uma nova diluicio de NaOH para concentracéo de 0,1 M.

Combine 10 ul de 10nM PhiX com 15 pl de tampé&o de suspenséao de DNA
para fazer a concentracdo 4nM.
Nota: o PhiX 4nM pode ser armazenado a -20 °C durante até trés meses.

Combine 5 ul do PhiX 4nM com 5 pl de NaOH 0,1M. Agite no vortex e gire para
baixo. Incube durante 5 minutos.

Adicione 5 ul de tampéao de suspensdo de DNA 200 mM. Agite no vortex e gire
para baixo.

Adicione 985 ul de tampé&o de hibridagdo ao PhiX desnaturado imediatamente.
A concentracdo agora € de 20pM.

Nota: o PhiX de 20 pM pode ser armazenado a -20 °C durante até duas
semanas.

(2) Preparacdo da amostra

Reagentes necessarios:

NaOH 0,1 M

Tampéao de suspensao de DNA

Tampéo de hibridac&o (fornecido com o kit MiniSeq)
PhiX desnaturado de 20pM

Nota — as condi¢des de descongelamento e armazenamento do cartucho de reagente
MiniSeq devem ser seguidas cuidadosamente. Consulte as instru¢6es do MiniSeq para obter
mais detalhes.

1.

2.

Prepare uma nova diluicdo de NaOH para concentracédo de 0,1 M.

Combine 5 pul da biblioteca 1nM (0,40 ng/ul) com 5 pl de NaOH 0,1M. Agite no
vortex e gire para baixo. Incube durante 5 minutos.

Adicione 5 pl de tampéo de suspensédo de DNA imediatamente. Agite no vortex
e gire para baixo.
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4.

5.

Adicione 985 pul de tampao de hibridagcdo a amostra desnaturada de 15 pl

imediatamente. Agite no vortex e gire para baixo.

Adicione 2,5 uL do PhiX 20pM preparado a biblioteca desnaturada e diluida.

Transfira 180 pl da biblioteca desnaturada e diluida para um novo tubo. Adicione
320 pl de tampéo de hibridagcdo. A concentracdo final deve ser de 1,8 pM.

Adicione 500 pl de biblioteca ao reservatério n° 16 e carregue o MiniSeq de
acordo com as instrucdes na tela.

14. Preparacao do Template, preparacdo do sequenciamento, e sequenciamento (usuarios do
sistema Illlumina iSeq 100)

Nota: as condigBes de descongelamento e armazenamento do cartucho de reagente iSeq devem ser

seguidas cuidadosamente. Consulte as instrucdes do iSeq para obter mais detalhes.

Importante: o cartucho deve ser descongelado fora da caixa, mas com o saco de papel aluminio intacto.

Descongele o cartucho com a etiqueta voltada para cima.

a. Preparar afolha de amostras lllumina iSeq

(1) Abra a planilha iSeq Sample Sheet Template.csv. Preencha a folha com o0 nome da
Experiéncia na célula B3 e a Data na célula B4. Preencha as células B20 a B115 com o
respetivo nome/ID da amostra de DNA, seguindo as posi¢des da placa abaixo da célula C19.

Elimine as linhas que correspondem as posi¢8es néo utilizadas.

(2) Guarde a planilha .csv e transfira para uma pen drive. Abaixo esta um exemplo da folha

de amostra.

& ] < =] E F G
1 |[Header]
2 |Local Run 1003
3 | Experimes EXPERIMENT NAME HERE 4—
4 |Date M/ Y b —
5 Module GenerateFASTO- 2.0.0
& |Workflow GenerateFASTO
T Library Pri Custom
8 | Chemistry Amplicon
8
10 | (Reads]
n 151
12 151
13
14 | [Settings]
15 Adapler AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA
16 Adaplerfi AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAMAGAGTGT
7
18 | [Data)
19 Sample_|l Sample_Mame Daescriphic index I7_Index_ index2
0 1 Al ATTACTCC D701 TATAGCCI D301
Eil 2 Bl ATTACTCC D701 ATAGAGE DE02
22 3 €1 ATTACTCC D701 CCTATCCT D503
23 4 D1 ATTACTCC D701 GECTCTG! DE0
4 3 El ATTACTCC D701 AGGCGAR DB
P2 & Fl ATTACTCE D701 TAATCTTA DS06
% 7 Gl ATTACTCC D701 CAGGACG DEOT
27 a H1 ATTACTCC D01 GTACTGAL D308
-] 9 A2 TCCGGAG, DTI2 TATAGCC] DEO1
] ] B2 TCCGGAG, DRI2 ATAGAGG D502
30 n 2 TCCGGAG, DR02 CCTATCCT D503
N 12 +r] TCCGGAG, D702 GGCTCTG! D50
iz 13 E2 TCCGGAG, D702 AGGCGAA D55
33 14 F2 TCCGGAG, D702 TAATCTTA D306
34 15 &2 TCOGGAG, D702 CAGGEACGE DSOT
35 16 M2 TCOEGAG, D702 GTACTGA: D508

I5_Index_ Sample_Project
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b. Planejar a execuc¢ao do iSeq

(1) Abra o Local Run Manager clicando no boté&o tipo hamburguer e selecionando Local Run
Manager.Uma janela sera exibida com o bot&o azul "Abrir Open Local Run Manager ".

(2) Atela do software de controle ser4 minimizado e uma janela do navegador sera aberta com o
Local Run Manager.

(3) Clique no bot&o azul “Create Run” e selecione a op¢éo “GenerateFASTQ".

Local Run Manager RUN DASHBOARD ~ TOOLS a 2 | illumina
1 0 0 20 = Create Run
Ready In Progress Stopped or Unsuccessful Complete Total DNA Amplicon
o)  GeneraleFASTQ
RNA Amplicon
RUN NAME / 1D MODULE STATUS LAST MODIFIED v
iSeq 11Li-1 GENERATEFASTQ 2019-09-08
20190907_FS100007 17_14_BPGS. Analysis Completed 05:37
iSeqSW19TD GENERATEFASTQ 2019-08-28

20190827_FS10000717_13_BPGS.

Analysis Completed

(4) A pagina "Create Run" sera aberta em seguida. Clique no botao "Import Sample Sheet" azul na
parte superior esquerda da tela. Navegue até ao local da folha de amostra preparada e

selecione-a.

Local Run Manager RUNDASHBOARD  TOOLS ~

a 2 | illumina

e
Create Run cenerate

4 B> USWHL-E3SIGH? > Deskiop

[ ¥ import Sample Sheet G N

TechTi
Run Name* o
iSeq FP Samples
[ Run Name Jorve
MiSeq and Mini¢
NGS Document s
Run Settings Notebooks

Poland Troubles
Library Prep Kit* Primer Formulat,
Sample

T

TSV 20 barcode

UCl iSeq Validati

Index Reads”

[ USWHL-B3546H2.
v

Name -

Rome TSV sessions
S tests
TSV Assay Dev Master Files
Tovstat
TsVtats
a2
-2 Add Network Printer
@] iSeq FASTplex template
@] iSeq Sample Sheet
@] iSeq Sample Sheet Template
@2 MiniSeq Template
@3 Miniseq Upload A0TtoHO1
@3 Miniseq Upload HOTtoAO1
8 My Computer
5] Service Now
@) SW15 BE KL

Type
M. File folder
File folder
M. File folder
File folder
M File folder
M Microsoft Excel C.
M Shortcut
M Microsoft Excel C.
Microsoft Excel C.
Microsoft Excel C.
Microsoft Excel C.

M Microsoft Excel Cu

M Shortcut
Intermet Shorteut

M Microsoft Excel C.n

Microsoft Excel Cu

File name: [i5eq Sample Sheet

Module-Specific Settings

Paired End
INDEX 1 INDEX 2 READ 2
0 0 151

v

| [ Microsoft Bxcel Comma Separa

Shaw Advanced Seftinas
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(5) A secdo Run Name e a sua informacgédo de execucgdo da amostra sera preenchida.

Local Run Manager | RUN DASHBOARD  TOOLS = a 7 | illumina

Create Run seneraterasta

Import Sample Sheet

Run Name™ Run Deseription
iSeq Sample Run

Generic Run set

Run Seitings
Library Prep Kit* Custom - Read Type* Single Read @ Paired End
Ingex Reads” o 1 o 2 READ 1 INDEX 1 INDEX 2 READ 2

Read Lenglhs* 154 8 8 151

Custom Primers.

Module-Specific Settings

Show Advanced Setlings

Show Index Sequence:

SAMPLE ID* I SAMPLE NAME SAMPLE DESCRIPTION T INDEX 1 (17)* INDEX 2 15)" T SAMPLE PROJECT
v 1 DNA-1 TTIGGAATG CAACTGAC x
: |2 DNAT TTAATGCG CAACTGAC x
3 |3 DNA-T AGCTACGT CAAGTGAC x
4 4 DNA-1 GCCTCCTG CAACTGAC x
5 5 DNA-1 GGGACAAC CAACTGAC x
L 6 DNA-1 TATCCCAC CAACTGAC x

(6) Verifique se as informacdes da execucao, incluindo nimeros de ciclo e nomes de amostra, estao
corretas. O tipo de leitura deve ter o “Library Prep Kit” definido como Personalizado, a selegéo
“Paired End” escolhida e o campo “Index Reads” devem ter 2 selecionados.

Lecsl Fun Manager | 59 [P

a 7| llumina
Create Run sees=sm
A e #un Dearmten
[omzsarnn Gerarc
(== | Rese T Sigie R O rae
o ) oz e oy moms e

Madula Spscitis datings

T ‘nuu
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(7) Clique no botédo azul "Save Run" e sera levado de volta a tela inicial do Local Run Manager

com a sua execuc¢do guardada.

Local Run Manager | 1800717

RUN DASHBOARD ~ TOOLS +

a 2 | illumina

1 0 0 20 + Create Run
Ready In Progress Stopped or Unsuccessiul Compiete Total
RUN NAME /1D MODULE STATUS LAST MODIFIED
@ iseq Sample Run GENERATEFASTQ 2019-1120
- Ready or Seencng i
11-14-19 FastPlex RM 25-48 iSeq ‘GENERATEFASTQ 2019-11-17
20151116_FS10000717_23_BRC2 Aaalysis Compieted 1602
FASTplex_SW15_SW3_SW4_RM ‘GENERATEFASTQ 2019-11-15

20191114 FS10000717 22 RPC?

Analysis Completed

on Actions
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c. Preparacdo da amostra lllumina iSeq

Nota: ndo ha passo de desnaturagéo para o sistema iSeq.

(1) Preparacao de PhiX
Reagentes necessarios:

e PhiX Control v3
e Tampdo de suspensédo de DNA ou Low TE

1. Para preparar PhiX 1nM, combine 5 pl de PhiX 10nM com 45 pl de tampé&o de
suspensado de DNA num tubo de micro-centrifuga de baixa ligacdo. Agite no
vortex brevemente e gire para baixo.

2. Para preparar PhiX 100pM (concentracdo de trabalho), combine 10 ul de PhiX 1
nM com 90 ul de tampéo de suspensédo de DNA num tubo de micro-centrifuga
de baixa ligacdo. Agite no vortex brevemente e gire para baixo.

Nota: 1 nM PhiX pode ser armazenado de -25 °C a -15 °C durante até um més.
PhiX 100 pM pode ser armazenado de -25 °C a -15 °C durante até duas
semanas.

3. Cologue o PhiX diluido no gelo.
(2) Preparagéo da amostra

1. A biblioteca combinada deve ser diluida para 100pM (0,045ng/ul) usando a
calculadora de Combinagéo para iSeq.

2. Adicione 5 pL de PhiX 100pM diluido a 100pL da biblioteca 100pM. Agite no
vortex brevemente e gire para baixo.
Inverta o cartucho 5 vezes para misturar os reagentes.

4. Bata no cartucho (etiqueta voltada para cima) na bancada para garantir a
aspiracdo do reagente e remova o cartucho descongelado da bolsa.

5. Usando uma ponteira de pipeta, perfure o papel aluminio no quadrado
laranjamarcado com “Biblioteca” e empurre as bordas do papel para
aumentar o orificio. Descarte a ponteira da pipeta.

6. Adicione 20 pL da biblioteca ao fundo do reservatério.

7. Remova a célula de fluxo equilibrada da embalagem e insira com o lado da
etiqueta voltado para si na ranhura na parte frontal do cartucho até ouvir um
cligue sonoro.

NOTA: evite tocar na interface elétrica, no sensor CMOS, no vidro e nas juntas.

d. Configuracdo da execucdo de sequenciamento llluminaiSeq

(1) No software de controlo, selecione Sequéncia - o software abre a porta em angulo, ejeta a
bandeja e inicia uma série de telas de configuragcédo de execuc¢do. Siga os passos conforme
descrito na tela.

(2) Coloque o cartucho descongelado que contém a célula de fluxo e a biblioteca na bandeja, de
modo a que a janela de acesso fique voltada para cima e a célula de fluxo fique dentro do
instrumento. Nao empurre o cartucho ou a bandeja para dentro do instrumento, ha uma ranhura
que prendera o cartucho quando ele for inserido.

(3) Selecione Fechar porta para recolher o cartucho no instrumento.
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(4) Insira as informag@es de login do BaseSpace e Inicie sesséo.
(5) Selecione Executar configuragao.
(6) Inicie sessé@o no Local Run Manager e selecione a execucéo apropriada na lista Nome da

Execucéo.
(7) Selecione o botado “Start Sequencing”.
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RESULTADOS
A. Aquisicéo de dados

Os dados de sequenciamento por amostra sédo gerados pelo software sequenciador no formato de ficheiro
FASTQ utilizando as sequéncias de cadigos de barras especificos da amostra e o TypeStream™ Visual NGS
Analysis Software € utilizado para a atribuicdo de alelos HLA. Ao fim de um sequenciamento, consultar o
manual do utilizador do software do sistema sequenciador para descarregar os dados da sequéncia no
formato padréo ou especificado, tais como BAM ou FASTQ, para cada amostra. Os dados sao adquiridos
com o TypeStream™ Visual NGS Analysis Software, que importa cada ficheiro FASTQ. A ID da amostra
pode ser integrada a planilha de dados com o software sequenciador ou acrescentada no momento da
aquisicdo de dados pelo TypeStream™ Visual NGS Analysis Software.

Anélise de dados

O TypeStream™ Visual NGS Analysis Software classifica as leituras das sequéncias importadas utilizando as
sequéncias de referéncias especificas ao locus a partir da base de dados IPD-IMGT/HLA (1) que oferece
uma base de dados especifica para sequéncias do complexo maior de histocompatibilidade humana,
identifica alelos de referéncia que mais correspondem as leituras das amostras, mapeia e monta sequéncias
préximas das leituras mapeadas e atribui alelos por locus com base nas sequéncias proximas montadas de

consenso.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Objetivo deste guia

Esta instrugcdo contém informagdes de referéncia sobre a utilizagéo de reagentes AllType NGS para a
amplificacdo de genes alvos em amostras de DNA, a subsequente preparacao de biblioteca, preparacéo de
template e posterior sequenciamento com o Sequenciador lon S5, lon GeneStudio S5 ou lllumina MiSeq e
Sequenciadores MiniSeq e iSeq. Esta instrugédo se aplica a utilizagdo de qualquer lote do AllType NGS 11 Loci
Amplification Kit.

Limitacdes do procedimento

1.

A qualidade e/ou quantidade de amostra ou biblioteca aquém do ideal pode causar falhas nos testes. As
causas dessas falhas podem incluir: baixa quantidade e qualidade da amostra, contaminacgéo, presencga
deinibidores, falhas aleatérias de reacdo enzimatica, falta de calibracdo e mau funcionamento dos
instrumentos, utilizacdo de reagentes fora do prazo de validade ou reagentes de terceiros, manutencao
incorreta de reagentes, modificagdo do protocolo e quantificagdo ou calculo incorretos.

A amostra de DNA deve ser quantificada com um fluorémetro e ndo conter inibidores conhecidos de
PCR. Os inibidores de PCR podem ser introduzidos da fonte da amostra original ou de varios métodos
de extracdo de DNA. As amostras devem ser validadas para amplificacdo utilizando os reagentes
AllType.

O fluxo de trabalho de PCR e preparacao de biblioteca descrito neste protocolo requer condi¢ces altamente
controladas. Siga as diretrizes normais de PCR (4, 5) para minimizar as contaminagdes.

O AllType NGS 11 Loci Amplification Kit foi validado para ser utilizado com o Veriti 96-Well Thermal
Cycler da Applied Biosystems (N.° Cat. 4375786). Outros termocicladores considerados para
utilizacdo ndo sdo compativeis com esta aplicacdo e ndo estdo homologados para este fim, devendo
ser avaliados e validados pelo utilizador final.

O AllType NGS 11 Loci Amplification Kit (N.° Cat. ALL-11L) foi validado com 96 amostras por
sequenciamento no lllumina MiSeq System utilizando o MiSeq Reagent Kit v2 (300 ciclos). 24 amostras
por sequenciamento sédo executadas usando o kit MiSeq v2 Micro. (300 ciclos), 8 amostras por
execucao de sequenciamento usando o kit MiSeq v2 Nano (300 ciclos), 72 amostras por execucéo de
sequenciamento no MiniSeq usando o kit Mid Output (300 ciclos), 96 amostras por execucao de
sequenciamento no MiniSeq usando o kit High Output (300 ciclos) e 24 amostras por sequenciamento
executadas no iSeq 100. Configuracgdes, kits e sistemas de sequenciamento alternativos ndo sédo
compativeis com esta aplicacéo e devem ser verificados e validados pelo utilizador.

O AllType NGS 11 Loci Amplification Kit (N.° Cat. ALL-11L) foi validado com 48 amostras por
sequenciamento nos Sistemas lon S5 (IONS5), lon S5 XL (IONS5XL), lon GeneStudio S5 (IONGSS5) e
lonGeneStudio S5 Plus (IONGSS5PL) utilizando o lon 520 & 530 ExT Kit — Chef (N.° Cat. IONCHEF-
EXT) eo lon 530 Chip (N.° Cat. IONS5-530C4). Configuracdes, kits e sistemas de sequenciamento
alternativos ndo sédo compativeis com esta aplicacdo e devem ser verificados e validados pelo utilizador.
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7. Atipagem HLA de alta resolugéo utilizando a tecnologia NGS é um processo complexo que requer
pessoal qualificado para analisar os dados e as atribui¢des finais de alelos HLA.

8. O produto destina-se a utilizagao apenas em laboratérios acreditados.
9. Este teste ndo deve ser usado como Unica base para tomar uma deciséo clinica.

10. Consultar a lista de ambiguidades do AllType NGS 11 Loci Amplification Kit, que contém uma relagao de
ambiguidades conhecidas e especificas aos lotes nas atribuicdes de alelos em decorréncia de
polimorfismos localizados fora da regido amplificada. Qualquer alelo constante da lista pode produzir
resultados incorretos, devendo ser avaliado antes da atribuicdo de um resultado.

11. Espera-se que ocorram ambiguidades de gendtipo causadas pela limitagdo da concecgéo do primer e
fase de gendtipos heterozigoticos, que se deriva, por sua vez, das limitag6es no comprimento da leitura
do sequenciamento e respetivo alinhamento da sequéncia.

12. Os primers AllType para HLA-DRB1, -DQB1 e -DPB1 ndo amplificam o exon 1. As ambiguidades
associadas estéo relacionadas na lista de ambiguidades.

13. Em casos raros, variantes desconhecidas de sequéncia nos pontos de ligagdo do primer de amplificacéo
nas regides ndo traduzidas (UTR) podem afetar a eficiéncia da amplificacdo dos reagentes de tipagem
molecular relacionados acima. A tipagem homozigética precisa de ser confirmada por um método
secundario antes da atribuicao de um resultado.

14. Os primers AllType NGS foram testados utilizando-se alelos identificados na Lista de Nomenclatura entre
colchetes no indice 4 do AllType (p. ex. A*01:01[1234)) A reatividade dos alelos ndo disponiveis foi
prevista com base na sua sequéncia disponivel e pode produzir reacdes falsas, devendo ser avaliada
antes da atribuicdo de um resultado.

15. A variacdo da qualidade de leitura derivada do sequenciador pode produzir resultados diferentes no 4°
campo como resultado do sequenciamento em uma regido microssatélite ou homopolimero, por
exemplo. Nao hé afirmacdes de desempenho fora do 3° campo.

16. A andlise deste kit com software é compativel apenas com o TypeStream Visual NGS Analysis Software.
A utilizacdo de outros softwares ndo é compativel.

17. Aleitura incompleta e o ndo seguimento das instru¢des apresentadas aqui a risca podem causar
resultados invalidos, danos ao(s) produto(s), les@es fisicas, ao utilizador e outros, assim como danos
a outros bens. A One Lambda, Inc. ndo assume nenhuma responsabilidade decorrente da utilizacéo
indevida do(s) produto(s) aqui descrito(s), incluindo partes dele(s) ou software.

VALORES ESPERADOS

Amplificacdo da amostra

Espera-se que o AllType NGS 11 Loci Amplification Kit amplifique e produza produtos de amplificacdo
especificos ao locus HLA consistindo em 5000 pares de bases na média do comprimento (sujeitos a mudanca
por lote). E altamente recomendavel a separacéo fisica e a monitoramento de contaminacdo num laboratério e
equipamento pré-amplificacéo.

Preparacéo da biblioteca

A instrucéo oferecida neste folheto informativo do produto foi validada para produzir uma biblioteca de
fragmentos de DNA com co6digo de barras e compativel com a sequéncia final utilizando DNA amplificado com o
AllType NGS 11 Loci Amplification Kit para uma biblioteca combinada final 100pM, 4nM, 1nM, e 100pM (para o
lon 530 Chip, lllumina MiSeq, lllumina MiniSeq ou lllumina iSeq respetivamente).

Sequenciamento de DNA

O AllType NGS 11 Loci Amplification Kit foi validado para garantir uma profundidade média minima de 50 leituras
ou mais por alelo ao usar 48 amostras por sequenciamento no lon 530chip. O AllType NGS 11 Loci Amplification
Kit foi validado para assegurar uma profundidade média minima de 50 ou mais leituras por alelo ao usar 96
amostras por execucéo de sequenciamento no lllumina MiSeq System usando o MiSeq Reagent Kit v2 (300
ciclos), 24 amostras por execug¢do de sequenciamento usando o kit MiSeq v2 Micro (300 ciclos), 8 amostras por
execucdo de sequenciamento usando o kit MiSeq v2 Nano (ciclo 300), 72 amostras por execuc¢éo de
sequenciamento no MiniSeq usando o kit Mid Output (300 ciclos), 96 amostras por execu¢do de sequenciamento
no MiniSeq usando o kit High Output (300 ciclos) e 24 amostras por execuc¢éo de sequenciamento no iSeq 100.
Taxas alternativas e maiores de amostra por sequenciamento alternativa ndo sao compativeis com esta
aplicacdo e devem ser verificadas e validadas pelo utilizador.
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CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

As caracteristicas de desempenho do AllType NGS 11 Loci Amplification Kit foram estudadas no teste de
verifica¢éo e validacdo interna descrito abaixo.

A verificagéo e validaco interna testou o desempenho do AllType NGS 11 Loci Amplification Kit utilizando oito
categorias de teste, nomeadamente precisdo e especificidade, reprodutibilidade, preparacdo de amostra,
compatibilidade do instrumento, repetibilidade, substancia de interferéncia, limite de detecg&o e robustez. Os
resultados apresentados nos testes demonstraram que o produto AllType NGS 11 Loci Amplification Kit, quando
utilizado de acordo com o protocolo descrito neste folheto informativo, produz resultados de tipagem HLA
precisos e de alta resolucdo, que sao altamente reproduziveis e repetiveis entre operados e entre trés lotes
fabricados separadamente. O teste de compatibilidade com o instrumento demonstrou que o AllType NGS 11
Loci Amplification Kit produz resultados de tipagem HLA equivalentes e precisos utilizando dois sequenciadores
de marcas diferentes com uma quimica de sequenciamento Unica. A robustez do produto também foi
demonstrada nos testes de preparacdo da amostra, limite de deteccao, substancia de interferéncia e robustez,
gue comprovaram que o desempenho do produto néo foi afetado por mudancas em duas fontes bioldgicas de
DNA, dois métodos diferentes de extracéo de DNA, presenca de seis fatores de soro comumente observados,
reducdo da concentracdo do DNA gendmico de entrada para 8% da concentracdo necesséria e uma redugao
significativa na quantidade amplificada do produto.

Em termos gerais, em todos os testes, o AllIType NGS 11 Loci Amplification Kit alcangcou mais de 99,0% de
concordancia percentual utilizando o método LB Clopper-Pearson usando o sistema lon Torrent. Os detalhes
dos testes para a categoria representativa do teste estdo apresentados na tabela abaixo. A compatibilidade do
instrumento foi testada entre lon Torrent e lllumina MiSeq (48 amostras).

Quant. de . Quant, 5 a .
Categoria do teste Quant. Quant. Operadora| alelos s/ Quant. atrib. tota! de | % concordancia LB
amostral/teste | teste atrib discordantes atrib. Clopper-Pearson
’ alelos
Preciséo e
especificidade 192 4 2 0 11 3432 99,4
Reprodutibilidade 480 30 3 18 3 8622 99,8
i;ﬁg’:{ i da 8 8 1 0 0 1152 99.4*
Compatibilidade do 48 4 1 34 10 3398 99,4
instrumento

*- Em decorréncia da quantidade de amostras, foi utilizado um calculo da proporgédo das amostras para gerar a
percentagem de tipagem HLA que correspondeu a tipagem de referéncia.
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MARCAS COMERCIAIS

AllType™ é uma marca comercial da One Lambda, Inc. lon S5™ lon GeneStudio S5™, lon Chef™, DNA
Away™ e Qubit™ sdo marcas registadas da Thermo Fisher Scientific.

“Eppendorf’, “LoBind” e “Xstream” sdo marcas comerciais da Eppendorf AG. Agencourt e AMPure sdo marcas
registadas da Beckman Coulter, Inc. “MiSeq”, “MiniSeq” e “iSeq” sdo marcas registadas da lllumina, Inc.

Todas as demais marcas comerciais séo de propriedade da Thermo Fisher Scientific e das suas subsidiarias. As
especificages, 0s termos e 0s pregos estao sujeitos a alteracdo. Nem todos os produtos estédo disponiveis em
todos os paises. Consultar o representante de vendas mais proximo para obter detalhes.

RENUNCIA DE RESPONSABILIDADES

Todos os produtos One Lambda sé@o concebidos para auxiliar pessoal experiente na andlise HLA, através da
sugestdo de resultados de tipagem ou da atribuicdo de anticorpos. Todos os resultados dos testes devem ser
cuidadosamente revistos por pessoal qualificado para assegurar a exatiddo dos mesmos.

O produto esta registado apenas na UE. Para qualquer outro registo/licenca de especificacao de pais, nem todas
as reivindicacdes de rotulagem serdo aplicadas, verifique o registo no pais, os requisitos de licenca e as
aprovacoes antes do uso deste produto.

REPRESENTANTE AUTORIZADO NA EUROPA

m MDSS GmbH, Schiffgraben 41, 30175, Hannover, Alemanha

REPRESENTANTE BRASILEIRO AUTORIZADO

BIOMETRIX DIAGNOSTICA LTDA.

Estrada da Graciosa, 1081 - Curitiba — PR - CEP: 82840-360

Tel.: (41) 2108-5250 Fax: (41) 2108-5252 DDG: 0800-7260504
E-mail: suporte@biometrix.com.br Website: www.biometrix.com.br
CNPJ: 06.145.976/0001-39

INFORMACOES DO FABRICANTE

One Lambda, Inc.

22801 Roscoe Blvd

West Hills — CA — EUA

REGISTRO ANVISA
80298490139

EXPLICAQAO DOS SIMBOLOS (referéncia EN ISO 15223-1: Aparelhos médicos — Simbolos para utilizag&o na rotulagem de
aparelhos médicos, roétulos e informacdes a serem fornecidas)

Simbolo Descricao

Numero de Catalogo
ISO 7000 Reg. N.° 2493

Aparelho médico de diagndstico in-vitro

Consultar as instruces de utilizacdo

JE

ISO 7000 Reg. N.° 1641

>

Aviso, consultar os documentos inclusos

ISO 7000 Reg. N.° 0434A

TDX-OLI-DMR-PS-3067, Rev 06 P&gina 67 de 69



One Lambda, Inc. | InstrucBes de Uso do Produto: AllType™ NGS 11 Loci Amplification Kit

Limite superior temperatura

—

ISO 7000 Reg. N.° 0533

Fabricante

ISO 7000 Reg. N.° 3082

[REP| Representante autorizado na Comunidade Europeia

E3H

Data de fabricagéo

SO 7000 N° Reg 2497
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Simbolo

Descrigcao

2

1ISO 7000 N° Reg 2607

Data de validade

LOT

ISO 7000 N° Reg 2492

Cadigo de lote
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HISTORICO DE REVISOES

Revisédo Data Descri¢ao da Revisédo

Informacdes e morada de contacto atualizados para refletir a alteracéo no

03 20/09/2019 local legal de fabrico.

Acrescento de AllType NGS Index Kit (N.° Cat. ALL-IONX) enquanto
04 13/04/2020 substituicdo equivalente para os lon Xpress Barcode Adapter Kits (N.°
Cat. ION-XBA1, ION-XBA2, ION-XBA3, ION-XBA4, ION-XBA5 e ION-
XBAB).

Adigcdo de instru¢des para os kits lllumina MiSeq Nano e Micro, e para 0s
kits e instrumentos lllumina MiniSeq e iSeq.

Atualizacéo da secéo de explicagcdo dos simbolos; remocédo da marcacgao
CE do simbolo de limite de temperatura e qualidade médica, adi¢cdo do
simbolo e da descri¢éo para a data de fabrico, o limite superiorde
temperatura, a data de validade e o cédigo de lote. Clarificacdo dos
requisitos de coleta de amostras.

05 22 Abr 2020

Alteracdo das concentracfes de DNA sugeridas de 1,72 ng/uL para 1,60
ng/uL 10b, passos 17, 19, 21-23.

06 Atual A concentracdo de DNA na pagina 53 teve que ser
corrigida de 1,72 ng/ul para 1,60 ng/ul. Inclusdo do
representante brasileiro autorizado.

© 2019 Thermo Fisher Scientific Inc. Todos os direitos reservados.

Patente pendente.

C€oor
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