Folheto informativo do instrumento MiSegDx para instrumentos com MOS v4

Instrumento MiSeq™Dx

PARA UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
APENAS PARA EXPORTAGAO

Utilizacao prevista

Oinstrumento MiSegDx destina-se a sequenciacéo alvo das bibliotecas de ADN de ADN gendmico
humano extraido de sangue total periférico ou de tecido fixado em formalina, incorporado em parafina
(FFPE), quando utilizado com ensaios de diagndstico in vitro (IVD) efetuados no instrumento.
Oinstrumento MiSeqDx ndo se destina a sequenciagdo do genoma completo ou de novo.

O instrumento MiSeqDx destina-se a ser utilizado com reagentes de IVD especificos registados,
autorizados ou aprovados e software de analise.

Principios do procedimento

O MiSeqgDx da lllumina destina-se a nova sequenciagdo especifica de ADN humano utilizando
consumiveis de sequenciagdo da lllumina e bibliotecas preparadas com ADN gendmico humano
extraido de sangue total periférico ou tecido FFPE utilizando reagentes de IVD registados e listados,
autorizados ou aprovados. As bibliotecas sao preparadas através da amplificagdo dos alvos e adi¢cdo
de indices de amostras e sequéncias de captura. As bibliotecas de amostra sdo capturadas numa
célula de fluxo e sequenciadas no instrumento utilizando a quimica de sequenciagao por sintese (SBS).
A quimica SBS utiliza um método reversivel-terminator para detetar bases Unicas de nucleétidos a
medida que sao incorporadas em cadeias de ADN crescentes. O software RTA (Real-Time Analysis)
executa uma analise da imagem e uma identificagcdo de bases, e atribui um indice de qualidade a cada
base de cada ciclo de sequenciagdo. Quando a andlise primaria terminar, a analise secundaria no
instrumento MiSeqDx processa identificagbes de bases.

O processamento inclui carateristicamente a demultiplexagéo, a geragao de ficheiros FASTQ,

o alinhamento, a identificacdo de variantes e a geracgao de ficheiros em formatos de identificagdo de
variantes (VCF) que contém informagdes sobre variantes encontrados em posi¢des especificas num
genoma de referéncia. O MiSeqDx utiliza diferentes mddulos de analise secundaria consoante o fluxo
de trabalho.

Configuracao Dual Boot

A configuragéo Dual Boot inclui o hardware, o software e os procedimentos de instalagdo para permitir
que o instrumento MiSeqDx execute ensaios de sequenciagao de diagndstico in vitro (IVD) e apenas
para efeitos de investigagado (RUO). A configuragdo Dual Boot permite ao utilizador alternar entre o
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modo de diagndstico do instrumento e o modo de investigagdo do instrumento. As identificagdes de
radiofrequéncia (RFID, radio-frequency identification) nos consumiveis de sequenciagao impedem a
utilizagdo dos reagentes de sequencia¢gdo RUO em ensaios de sequenciagao de diagndstico.

LimitacOes do procedimento

* Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

* Osresultados apresentados nas etiquetas foram obtidos com painéis de ensaios representativos
com sangue total periférico ou linhas celulares para desempenho de linha germinal e tecido FFPE
ou linhas celulares FFPE para desempenho somatico com os reagentes e modulos de software
descritos. Os médulos Germline Variant e Somatic Variant foram desenvolvidos com o objetivo de
avaliar o desempenho com ensaios representativos. As carateristicas de desempenho sdo
fornecidas apenas para efeitos informativos. A testagem de validagdo apresentada serve apenas
para exemplificar as capacidades gerais do instrumento e ndo estabelece as capacidades ou a
adequacao do instrumento relativamente a quaisquer reivindicagdes especificas. Todos os testes
de diagndstico desenvolvidos para utilizagado neste instrumento exigem validagdo completa para
todos os aspetos do desempenho.

* Este produto é limitado ao fornecimento do seguinte:
— Saida de sequenciagdo = 5 Gb a um comprimento de leitura de 2 x 150 bp
— Lé osfiltros de passagem = 15 milhdes a um comprimento de leitura de 2 x 150 bp

— Basesiguais ou superiores a Q30 = 80% num tamanho de leitura de 2 x 150 bp
80% ou mais bases tém indices de qualidade na escala Phred superiores a 30, indicando uma
precisdo da identificagao de bases superior a 99,9%.

* Oinstrumento MiSegDx so6 foi validado para sequenciar bibliotecas de ADN humano extraido de
sangue total periférico ou tecido FFPE. As bibliotecas geradas a partir de outros tipos de amostras
ndo devem ser utilizadas com este instrumento para utilizagdo em diagnéstico in vitro. O
desempenho deste instrumento para a sequenciagao de acidos nucleicos microbianos ou virais de
amostras clinicas ndo foi estabelecido.

* O MiSeqDx destina-se a utilizagdo em diagndstico in vitro com ensaios ou reagentes de IVD
registados e listados, autorizados ou aprovados. As carateristicas de desempenho e as limitagdes
de reagentes descritas neste folheto informativo tém por base ensaios representativos e médulos
de software. Para ensaios VD, consulte no folheto informativo especifico do ensaio para a
utilizacdo pretendida, as variantes detetadas e o tipo de amostra.

* Oconteudo indel (insergdes, eliminagdes e combinagdes) com tamanho superior a 25 bp ndo é

alinhado pelo Assay Software. Consequentemente, indels com tamanho superior a 25 bp nédo sdo
detetaveis pelo Assay Software.
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* Osistema foi validado para a detecdo de variantes Unicas de nucledétido (single nucleotide variants,
SNV) e eliminagbes até 25 bp e insergdes até 24 bp quando utilizado com o mdédulo de software
Somatic Variant Module e Germline. Para a identificagdo com o Somatic, a uma frequéncia de
variantes de 0,05, foram detetadas eliminag¢des de 25 bp e inser¢des de 18 bp.

* Asleituras de fragmentos amplificados com conteudo extremo de variantes podem nao ser
alinhadas pelo Assay Software, o que pode fazer com que uma regido seja reportada como
selvagem. O conteldo extremo inclui:

— Leituras que contenham mais de trés indels.

— Leituras com um tamanho de, pelo menos, 30 bp com conteldo de SNV superior a 4% do
tamanho total do alvo de fragmento amplificado (excluindo regides de investigagao).

— Leituras com tamanho inferior a 30 bp com conteudo SNV superior a 10% do tamanho total de
fragmento amplificado (incluindo regibes de investigagao).

* Variantes maiores, incluindo variantes multinucleétidos (MNV) e indels grandes, podem ser
reportadas como variantes separadas mais pequenas no ficheiro de saida VCF.

* Epossivelignorar ou filtrar variantes de eliminagdo ao cruzar dois fragmentos amplificados
cobertos se o tamanho da eliminagéo for superior ou igual a sobreposigédo entre os fragmentos
amplificados cobertos.

* Osistema ndo consegue detetar Indels se ocorrerem diretamente adjacentes a um primer e se nédo
houver um fragmento amplificado de sobreposigéo. Para as regides com fragmentos amplificados
de sobreposicdo, o ensaio ndo consegue detetar eliminagdes quando a regido de sobreposicdo é
mais pequena do que o tamanho da eliminagao a ser detetada. Por exemplo, se a regido da
sobreposicao entre dois fragmentos amplificados adjacentes for duas (2) bases, o ensaio ndo
consegue detetar nenhuma eliminagao incluindo ambas as bases. A eliminagdo de uma base Unica
em cada uma dessas bases pode ser detetada.

* Talcomo com qualquer fluxo de trabalho de preparacgao de bibliotecas a base de hibridizagéo,
os polimorfismos, mutacgoes, inser¢des ou eliminagdes subjacentes em regides de ligagao
oligonucledtida podem afetar os alelos investigados. Consequentemente, as identificagdes obtidas
durante a sequenciagdo também sao afetadas. Por exemplo:

— Uma variante na fase com uma variante na regido do primer pode ndo ser amplificada,
resultando num falso negativo.

— Asvariantes na regido do primer podem impedir a amplificagdo do alelo de referéncia,
resultando numa identificagdo incorreta de variante homozigética.

— Asvariantesindel na regiao do primer podem causar um falso positivo no fim da leitura
adjacente ao primer.

* Osindels podem ser filtrados devido a tendéncia da cadeia se ocorrerem perto do fim de uma
leitura e se forem levemente recortados durante o alinhamento.

* MNV pequenas nao foram validadas.
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* Variagdes do nimero de cdpias ou variantes estruturais, como fusdes ou translocagées, ndo foram
validadas.

* Limitagdes especificas do Germline:

O sistema MiSeqDx, utilizando o médulo Germline Variant, foi concebido para fornecer
resultados qualitativos para a identificacdo da variante da linha germinal (p. ex., homozigdtica,
heterozigdtica, selvagem).

Quando utilizado com o0 mddulo Germline Variant, a cobertura minima por fragmento
amplificado necessaria para uma identificacdo de variantes precisa é de 150x. O nimero de
amostras e o numero total de bases alvo afetam a cobertura. O conteldo GC e outro conteudo
gendmico podem afetar a cobertura.

O numero de cépia da variagado pode afetar a identificagdo de uma variante como homozigética
ou heterozigdtica.

As variantes de alguns contextos repetitivos séo filtradas nos ficheiros VCF. O filtro de
repeticdo RMxN é utilizado para filtrar variantes se a sequéncia da variante estiver presente
total ou parcialmente repetidamente no genoma de referéncia adjacente a posigdo da variante.
Para identificagado de variantes de linha germinal, sdo necessarias pelo menos 9 repeti¢cdes na
referéncia para que uma variante seja filtrada e apenas as repeti¢des com 5 bp sdo
consideradas (R5x9).

* Limitagdes especificas do Somatic:
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O sistema MiSeqDx utilizando o médulo Somatic Variant foi concebido para fornecer resultados
qualitativos de identificacdo de variantes somaticas (ou seja, a presencga de uma variante
somatica com uma frequéncia de variantes superior ou igual a 0,026 num limite de detegdo de
0,05).

Quando utilizado com o médulo Somatic Variant, a cobertura minima por fragmento amplificado
necessaria para uma identificagdo de variantes precisa é de 450x por pool de oligonucledtidos.
O numero de amostras e o numero total de bases alvo afetam a cobertura. O conteldo GC e
outro conteudo gendmico podem afetar a cobertura.

As variantes de alguns contextos repetitivos sdo filtradas nos ficheiros VCF. O filtro de
repeticdo RMxN é utilizado para filtrar variantes se a sequéncia da variante estiver presente
total ou parcialmente repetidamente no genoma de referéncia adjacente a posigao da variante.
Para identificagdo de variantes somaticas, sdo necessarias pelo menos 6 repeti¢cdes na
referéncia para que uma variante seja filtrada e apenas as repeti¢des com 3 bp sdo
consideradas (R3x6).

O Somatic Variant Module ndo consegue distinguir entre variantes de linha germinal e
somaticas. O modulo foi concebido para detetar variantes ao longo de um intervalo de
frequéncias de variantes, mas a frequéncia de variantes ndo pode ser utilizada para distinguir
entre variantes somaticas e variantes de linha germinal.
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— Otecido normal na amostra afeta a detegdo de variantes. O limite de detegdo reportado é
baseado numa frequéncia de variantes relativa ao ADN total extraido de tecido tumoral e tecido
normal.

Componentes do produto

O MiSegDx da lllumina é composto pelo seguinte:
Instrumento MiSeqDx (N.° de catdlogo DX-410-1001)

Sa0 necessarios os seguintes componentes de software para o funcionamento e a analise de dados do
instrumento MiSeqgDx:

Aplicacao

de Funcéo Descricdo

software

MiSeq Controlao A aplicagdo de software MOS gere o funcionamento do instrumento

Operating funcionamento durante uma sequenciagao e gera imagens para serem utilizadas pelo

Software  doinstrumento software RTA (Real-Time Analysis). Para mais informacgdes, consulte

(MOS) o Guia de referéncia do instrumento MiSeqDx para MOS v4
(documento n.° 200010452).

Real- Executa A aplicagao de software RTA converte as imagens geradas pelo MOS
Time analise de cada secgdo por ciclo de ensaio de sequenciagao em ficheiros de

Analysis primaria identificacdo de bases, que sdo entradas para os modulos de analise
(RTA) do Local Run Manager. A aplicagao de software RTA ndo contém uma

interface de utilizador.

LocalRun Interface para O software Local Run Manager é uma solugdo integrada no
Manager selegaode instrumento para gestdo de utilizadores, que executa a analise
modulos secundaria e monitoriza o estado. Para mais informacgdes, consulte o
Guia de referéncia do software Local Run Manager v3 para o MiSeqDx
(documento n.° 200003931).
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Armazenamento e manuseamento

Elemento Especificacao

Temperatura Transporte e armazenamento: -10°C a 40 °C (14 °F a 104 °F)
Condigdes de funcionamento: 19 °C a 25 °C (66 °F a 77 °F)

Humidade Transporte e armazenamento: humidade sem condensagéao
Condigdes de funcionamento: 30-75% de humidade relativa (sem condensagéo)

Equipamento e materiais
necessarios, mas nao fornecidos

Consumiveis de sequenciacao

Kit de reagentes MiSeqDx v3 (N.° de catalogo 20037124)
MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro (N.° de catalogo 20063860)

Consumiveis fornecidos pelo utilizador

Certifique-se de que estdo disponiveis os seguintes consumiveis fornecidos pelo utilizador antes do
inicio de um ensaio.

Consumivel Finalidade
Toalhitas com alcool isopropilico a 70% Limpar a plataforma e o vidro da célula de fluxo
ou

Etanola 70%

Pano de laboratério, libertagdo reduzida de Limpar a plataforma da célula de fluxo
pelo

Papel para lentes, 4 x 6 pol. Limpar a célula de fluxo

Tween 20 Lavar o instrumento

Pingas de ponta quadrada de plastico Remover a célula de fluxo do contentor de
(opcional) transporte da célula de fluxo

Agua, grau laboratorial Lavar o instrumento
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Diretrizes para agua laboratorial

Utilize agua laboratorial ou agua desionizada para realizar procedimentos no instrumento.
Nunca utilize dgua da torneira.

Utilize apenas dgua dos seguintes graus ou equivalente:

Agua desionizada

[llumina PW1

Agua de 18 Megaohms (MQ)
Agua Milli-Q

Agua Super-Q

Agua para biologia molecular

AvVisos e precaucoes

A WARNING (AVISO)

Este conjunto de reagentes contém quimicos potencialmente perigosos. Podem ocorrer
lesdes pessoais por inalagao, ingestao, contacto da pele e contacto ocular. Use
equipamento de protegéo, incluindo protecéo ocular, luvas e bata de laboratério adequados
para o risco de exposigdao. Manuseie os reagentes usados como residuos quimicos e
elimine-os de acordo com a legislagao e os regulamentos locais, regionais e nacionais
aplicaveis. Para obter informagdes adicionais ambientais, de seguranga e de saude, consulte
a ficha de dados de seguranga (FDS) em support.illumina.com/sds.html.

Manuseie todas as amostras sanguineas como se fossem conhecidas por estarem infetadas com o
VIH (virus da imunodeficiéncia humana), o virus humano da hepatite B (VHB) e com outros agentes
patogénicos transmitidos pelo sangue (precaugdes universais).

O ndo seguimento dos procedimentos da forma descrita podera resultar em resultados erréneos
ou na redugéo significativa da qualidade das amostras.

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

E necessario que sejam implementadas as devidas praticas laboratoriais e as boas praticas de
higiene laboratorial para evitar que os produtos PCR contaminem reagentes, instrumentos e
amostras gendmicas de ADN. A contaminagdo PCR pode causar resultados imprecisos e ndo
fidveis.
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* Para prevenir a contaminacéo, certifique-se de que as areas de pré e pds-amplificacdo tém
equipamento e consumiveis dedicados (p. ex., pipetas, pontas de pipeta, blocos de aquecimento,
agitadores por vértice e centrifugadora).

* Sempre que seja adequado, o emparelhamento entre os indices e as amostras tem de
corresponder exatamente a impressao da disposi¢do das placas. O Local Run Manager preenche
automaticamente os primers de indexagao associados aos homes das amostras, quando
introduzidas no mdédulo. Recomenda-se que o utilizador confirme se os primers de indexagdo sado
associados as amostras antes de iniciar o ensaio de sequenciacao. As divergéncias entre a
amostra e a disposi¢do das placas resulta na perda da identificagado positiva da amostra e em
relatérios com resultados incorretos.

* Recomenda-se vivamente ao utilizador a instalagdo de software antivirus para proteger o
computador contra virus. Consulte o manual do utilizador para obter instrucdes de instalagao.

* Na&o utilize o MiSegDx se algum dos painéis for removido. A utilizagdo do instrumento com qualquer
um dos painéis removidos cria uma potencial exposicdo a tensao de linha e a tensdes de CC.

* N&otoque na plataforma da célula de fluxo no compartimento da mesma. O aquecedor neste
compartimento funciona entre os 22 °C e 0s 95 °C e pode causar queimaduras.

* Oinstrumento pesa cerca de 57 kg (126 Ib) e pode causar ferimentos graves caso se deixe cair ou
caso seja utilizado incorretamente.

* Comunique imediatamente quaisquer incidentes graves relacionados com este produto a lllumina e

a Autoridade Competente do Estado-membro no qual o utilizador e/ou o paciente estdo
estabelecidos.

Instrucoes de utilizagao

As instrug¢des que se seguem para a utilizagdo do instrumento MiSegDx requerem reagentes
fornecidos no kit de reagentes MiSeqDx v3.

Criar ensaio com o Local Run Manager

Para obter instrucdes detalhadas para criar um ensaio, consulte o Guia de referéncia do software do
Local Run Manager v3 para o MiSeqDx (documento n.° 200003931) e o guia do médulo do Local Run
Manager para o modulo de analise utilizado.

Preparar o cartucho de reagentes

As instrugdes que se seguem descrevem como descongelar os reagentes utilizando um banho com
agua a temperatura ambiente.

1. Retire o cartucho de reagentes do armazenamento de -15 °C a -25 °C.
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2. Coloque o cartucho de reagentes num banho com agua que contenha agua desionizada a

temperatura ambiente suficiente para mergulhar a base no cartucho de reagentes até a linha de
agua impressa no cartucho de reagentes. Nao permita que a dgua exceda a linha de dgua maxima.

Figura1 Linha de agua maxima
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Deixe o cartucho de reagentes descongelar no banho com agua a temperatura ambiente durante
aproximadamente 60-90 minutos ou até estar completamente descongelado.

Remova o cartucho do banho com dgua e bata-o delicadamente na bancada para deslocar a dgua
da base do cartucho. Seque a base do cartucho. Certifique-se de que nao foi salpicada nenhuma
agua para a parte superior do cartucho de reagentes.

Inspecionar o cartucho de reagentes

1.

Inverta o cartucho de reagentes dez vezes para misturar os reagentes descongelados e,
em seguida, verifique se todas as posi¢cbdes estdo descongeladas.

Inspecione os reagentes nas posi¢cdes 1, 2 e 4 para garantir que estdo completamente misturados
e sem precipitados.

NOTA E essencial que os reagentes no cartucho estejam completamente descongelados e
misturados para garantir a sequenciagao correta.

Bata levemente o cartucho na bancada para reduzir as bolhas de ar nos reagentes.

NOTA Ostubos da unidade de aspiragdo do MiSeqDx vao para o fundo de cada reservatério
para aspirar os reagentes, por isso, é importante que os reservatdrios estejam isentos de
bolhas de ar.

Coloque o cartucho de reagentes em gelo ou coloque de lado a uma temperatura entre 2°C e 8 °C
(até seis horas) até estar pronto para preparar o ensaio. Para obter os melhores resultados,
avance diretamente para o carregamento de amostras e configuragado do ensaio.

Preparar amostras para sequenciagao

Para obter instrugdes para preparar bibliotecas de amostras para sequenciagdo, incluindo pooling e
diluicdo de bibliotecas, consulte a secgao das Instrugdes de utilizagdo do folheto informativo de
preparagéo de bibliotecas.
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A diluicdo das bibliotecas de amostras esta dependente da complexidade dos pools de
oligonucledtidos. E necesséria a otimizagdo da densidade dos clusters do MiSeqDx, e a densidade ideal
dos clusters varia dependendo do ensaio de preparacao de bibliotecas em particular.

Carregar bibliotecas de amostras para o cartucho

Quando o cartucho de reagentes esta totalmente descongelado e pronto para utilizar, o operador pode
carregar amostras no cartucho.

1. Utilize uma ponta de pipeta de 1 ml separada, limpa e vazia para perfurar o selo de aluminio sobre o
reservatério no cartucho de reagentes identificado com Load Samples (Carregar amostras).

NOTA Nao perfure qualquer outras posi¢des de reagentes. As outras posi¢des de reagentes
sao perfuradas automaticamente durante o ensaio.

2. Efetue a pipetagem de 600ul de amostra preparada da biblioteca de amplicdes diluidos (DAL,
Diluted Amplicon Library) no reservatério Load Samples (Carregar amostras). Evite tocar no selo de
aluminio.

3. Verifique se estao visiveis bolhas de ar no reservatorio depois de carregar a amostra. Se estiverem
presentes bolhas de ar, bata delicadamente no cartucho no banco para soltar as bolhas.

Figura 2 Carregar bibliotecas

4. Prossiga diretamente com os passos de configuragdo do ensaio utilizando a interface do Software
operativo MiSeq (MOS).

Configuracao do ensaio

Consulte o Guia de referéncia do instrumento MiSeqDx para MOS v4 (documento n.° 200010452) para
obter as instrugdes completas para a configuragao do ensaio.

1. Inicie sessao no MiSeqDx com a palavra-passe do software Local Run Manager.

2. No ecrd Home (Inicio) do software MOS, selecione Sequence (Sequéncia).
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3. Selecione um ensaio na lista e, em seguida, selecione Next (Seguinte).
Sdo abertos varios ecras de configuragado de ensaios pela seguinte ordem: Load Flow Cell
(Carregar célula de fluxo), Load Reagents (Carregar reagentes), Review (Rever) e Pre-run Check
(Verificagdo pré-ensaio).

4. Quando o ecra Load Flow Cell (Carregar célula de fluxo) for apresentado, limpe e carregue a célula
de fluxo.

5. Feche o trinco da célula de fluxo e a porta do compartimento da célula de fluxo.
Tanto o trinco como a porta do compartimento devem ser fechados antes do inicio do ensaio.
Quando a célula de fluxo estiver carregada, o software |é e regista o RFID. Aparece no canto
inferior direito do ecrd uma confirmacao de que a RFID foi lida com sucesso.

6. Siga asindicagbes do software para carregar o frasco de Solugdo SBS MiSeqDx (PR2), garanta que
o frasco de residuos esta vazio e carregue o cartucho de reagentes.
Quando o frasco e o cartucho de reagente da Solugdo SBS MiSeqDx (PR2) sao carregados,
o software |é e regista o RFID. Aparece no canto inferior direito do ecrd uma confirmagao de que a
RFID foilida com sucesso.

7. Oecrd Sequencing (Sequenciacao) é apresentado quando o ensaio comegar. Este ecra fornece
uma representacao visual do ensaio em curso, incluindo as intensidades e as pontuagdes de
qualidade (Pontuagdes Q).

Resultados

ORTA (Real-Time Analysis) € um software integrado que executa uma analise daimagem e uma
identificacdo de bases e atribui um indice de qualidade a cada base de cada ciclo de sequenciagao.
Quando a analise principal terminar, o modulo no instrumento MiSeqDx selecionado em Criar ensaio
com o Local Run Manager na pagina 8 inicia a andlise secundaria. Consulte a documentacgao especifica
do ensaio relativamente a outros fluxos de trabalho.

Procedimentos de controlo de
qualidade

O software MiSeqDx avalia cada ensaio, amostra e identificagdo de bases em relagdo as métricas de
controlo de qualidade. Sempre que tal seja exigido, os controlos positivo e negativo incluidos na
preparagao de bibliotecas também devem ser avaliados para os resultados esperados.
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Folheto informativo do instrumento MiSegDx para instrumentos com MOS v4

Carateristicas de desempenho

Todos os estudos foram realizados no MiSeqDx.

Os estudos de linha germinal utilizaram os reagentes do ensaio de fibrose cistica de 139 variantes do
MiSeqDx ou o kit TruSeq Custom Amplicon para a preparagao de bibliotecas. Os dois kits utilizam
reagentes de preparagao de bibliotecas idénticos e tém apenas uma diferenga no fluxo de trabalho:

o numero de ciclos de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (25 e 28, respetivamente). Os ciclos de
PCR permitem uma entrada de ADN mais baixa com o kit TruSeq Custom Amplicon Dx (50 ng)
relativamente ao ensaio de fibrose cistica de 139 variantes do MiSeqDx (250 ng), conforme
demonstrado no estudo de entrada de ADN utilizando o kit TruSeq Custom Amplicon Dx. As bibliotecas
preparadas com o ensaio de fibrose cistica de 139 variantes do MiSeqDx foram sequenciadas com os
reagentes de sequenciagado incluidos no kit. As bibliotecas preparadas com o kit TruSeq Custom
Amplicon Dx foram sequenciadas com o kit de reagentes MiSeqDx v3. Estes ultimos reagentes de
sequenciagdo aumentaram a saida relativamente aos do ensaio de fibrose cistica de 139 variantes do
MiSeqgDx.

O teste engloba os intervalos de producédo de amostras suportados pelo MiSeqDx Reagent Kit v3
Micro. O MiSeqDx pode suportar 1a 96 amostras por ensaio, dependendo do ensaio. O MiSeqgDx
Reagent Kit v3 Micro foi concebido para suportar produgdes de amostras mais baixas dentro deste
intervalo para os ensaios selecionados.

Os estudos somaticos utilizaram o kit TruSeq Custom Amplicon Dx com o kit de reagentes MiSeqDx v3.

Os fluxos de trabalho somatico ou de linha germinal, descritos para a preparagao de bibliotecas do kit
TruSeq Custom Amplicon Dx para sequenciagdo, foram seguidos de analise com o médulo Germline
Variant ou o mddulo Somatic Variant, respetivamente, com duas excegdes. Os estudos que utilizam um
gene (desempenho de linha germinal; ensaio de fibrose cistica de 139 variantes do MiSeqDx) ou dois
genes (desempenho somatico) como painéis de mutacao representativos utilizaram fluxos de trabalho
e modulos de analise especificos do ensaio.

NOTA O conteudo gendmico dos fragmentos amplificados é resumido relativamente a cadeia
gendmica sequenciada. Para fragmentos amplificados concebidos contra a cadeia negativa,
o conteudo de genoma de referéncia é o complemento inverso (por exemplo, regides PolyA
nos fragmentos amplificados de cadeia negativa correspondem a regiées PolyT no genoma
de referéncia).
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Folheto informativo do instrumento MiSegDx para instrumentos com MOS v4

Definicdes dos calculos utilizados nas caracteristicas
de desempenho

* APPA (percentagem de concordancia positiva) é calculada como a proporgéo de loci classificados
como variantes por um método de referéncia reportados corretamente pelo ensaio.

— (N.°de loci variantes corretamente reportadas pelo ensaio)/(n.° total de loci variantes)
As loci variantes reportadas pelo ensaio que sdo concordantes com o método de referéncia sdo
verdadeiros positivos (TP). Os loci variantes reportados como identificagdes de referéncia ou
identificagdes de variantes diferentes pelo ensaio séo falsos negativos (FN)

* A NPA (percentagem de concordancia negativa) é calculada como a proporgéo de loci classificados
como tipo selvagem por um método de referéncia reportados corretamente pelo ensaio.
— (N.°loci de tipo selvagem corretamente reportadas pelo ensaio)/(n.° total de loci de tipo
selvagem)
As loci de tipo selvagem reportadas pelo ensaio que sdo concordantes com o método de
referéncia sdo verdadeiros negativos (TN). Os loci de tipo selvagem reportados como variantes
pelo ensaio sao falsos positivos (FP).

* A OPA (percentagem de concordancia geral) é calculada como a proporgao de loci corretamente
pelo ensaio relativo a um método de referéncia.

— ([N.° de loci variantes corretamente reportadas pelo ensaio] + [n.° de loci de tipo selvagem
corretamente reportadas pelo ensaio])/([n.° total de loci variantes] + [n.° total de loci de tipo
selvagem])

* Para aplicacbes de identificacdo de variantes, os calculos de PPA, NPA e OPA ndo incluem
quaisquer identificagdes (loci variante ou de referéncia que ndo cumpra um ou mais filtros de
qualidade). Dois estudos incluiram especificamente as ndo-identificagdes na métrica "% de
identificacdes corretas”, e esta inclusdo de ndo-identificagdes é registada para as tabelas
aplicaveis.

* Ataxa deidentificagdo é calculada como o numero total de loci que cumprem os filtros de
passagem dividido pelo niumero total de posi¢cdes sequenciadas para os cromossomas 1-22.
Os cromossomas X e Y estdo excluidos. Esta métrica ndo considera a concordancia de
identificagdes com o método de referéncia.

Para saber quais as carateristicas de desempenho relacionadas com os fatores pré-analiticos (por ex.
métodos de extragdo ou entrada de ADN), consulte o folheto informativo para o método de preparagdo
de bibliotecas aplicavel.

Indexacao de amostras

Os primers de indexacao de amostras, adicionados durante a preparacao de bibliotecas, atribuem uma
sequéncia Unica a cada amostra de ADN, permitindo o pool de vérias amostras em conjunto num sé
ensaio de sequenciacao. A indexacgao de amostras foi testada em fluxos de trabalho somaticos e de
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linha germinal.

Foi testado um total de 96 indices de amostras com um ensaio representativo concebido para analisar
uma variedade de genes abrangendo 12.588 bases por cadeia ao longo dos 23 cromossomas
humanos, para verificar a capacidade do ensaio de fazer uma identificagdo de genotipagem
consistentemente numa determinada amostra em combinagdes diferentes do primer de indexagao.

O cromossoma Y ndo contém regides de confianga e ndo foi avaliado. Foram testadas oito amostras
Unicas com 12 combinacgdes diferentes do primer de indexagao por amostra. Os resultados da amostra
do mddulo de analise Germline foram comparados com os Platinum Genomes versdo 2016-01. A PPA
(SNV e indels) excedeu 97% (as identificagdes positivas reais foram pelo menos 70 para SNV, 38 para
insercgdes, 36 para eliminagdes) e a NPA foi 100% (pelo menos 23.440 posi¢des de referéncia por
combinacdo de indices) para cada uma das 96 combinagdes de indices. Independentemente, foi
testado um unico indice para verificar se a quimica de sequenciag¢éo do kit de reagentes MiSegDx v3
pode suportar menos de oito amostras (a quimica precursora no kit universal MiSeqDx 1.0 estava
limitada a um minimo de oito amostras). O indice Unico apresentava valores PPA de 98,9% (180/182)
para SNV, 100% (38/38) para insergdes e 100% (46/46) para eliminagdes. A NPA foi de 100%
(23.856/23.856).

Foram testadas doze réplicas (24 bibliotecas) de uma amostra para medir a precisdo do indice com
variantes somaticas em frequéncias de 0,05-0,10 utilizando o médulo Somatic Variant (sao utilizadas
duas combinagdes de indices por réplica para fazer identificagdes somaticas). A PPA foi de 100% para
SNV (64/64), insergdes (11/11) e eliminagdes (19/19). A NPA foi de 100% (pelo menos 11590 posi¢des de
referéncia por combinacgao de indices) para todas as combinagdes de indices.

Contaminacgao cruzada de amostras

O fluxo de trabalho do instrumento MiSeqDx implica a preparagao de bibliotecas e a sequenciagéo de
varias amostras e controlos processados ao mesmo tempo. O estudo de contaminagao cruzada de
amostras foi realizado para avaliar se os resultados positivos falsos, devido a contaminagao cruzada
de poco para pogo, bem como a contaminagao de ensaio para ensaio entre ensaios de sequenciagao
consecutivos, tém impacto nos resultados dos testes. Foram utilizadas variantes somaticas, pois estas
podem ser detetadas em eventos de mais baixa frequéncia de alelos que as variantes de linha
germinal.

As amostras consistiram em quatro amostras de ADN gendmico de linhas celulares, contendo cada
uma mutagdes de painel diferentes num ensaio representativo de dois genes. Uma mutagéo na
posicdo de uma amostra terd uma sequéncia de referéncia (tipo selvagem) nas outras.

A contaminacgao cruzada de pogo para pogo foi definida como modo de falha potencialmente criado por
passos de processamento manuais (pipetagem, troca de amostras, etc.). Para avaliar a contaminagao
cruzada de um pogo de amostra para outro, foram efetuados dois ensaios de teste:

* Uma disposi¢do quadriculada de uma amostra de ADN gendmico (gDNA) de entrada elevada com

uma mutagao no Gene 1em alterndncia com uma amostra de gDNA de entrada baixa com uma
mutagao no Gene 2.
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* Uma disposigédo quadriculada de uma amostra de gDNA de entrada elevada com uma mutagao no
Gene 2 em alternancia com uma amostra de gDNA de entrada baixa com uma mutagéo no Gene 1.

Em cada ensaio foram avaliadas no total 12 réplicas para falsos positivos (por ex., uma mutagédo no
Gene 1 comunicada num pogo designado como amostra de mutagado no Gene 2 ou vice-versa).

A contaminacao cruzada de ensaio para ensaio & definida como modo de falha potencialmente criado
pelo residuo de um ensaio de sequenciagao anterior. Para poder determinar se existe contaminacgéo
cruzada entre ensaios de sequenciacao, duas placas contendo cada uma 11 réplicas de uma sé
amostra Unica de gDNA de entrada elevada mais uma amostra vazia foram preparadas e
sequenciadas consecutivamente num instrumento MiSegDx e avaliadas para falsos positivos.

O primeiro ensaio continha 11 réplicas de uma amostra com mutag¢édo no Gene 2 mais uma vazia.

O segundo ensaio continha 11 réplicas de uma amostra com mutacao no Gene 1 mais 1 vazia. Primeiro,
a biblioteca de amostras com mutagado no Gene 2 foi sequenciada, seguindo-se um ensaio de
sequenciagdo com a biblioteca de amostras com mutagao no Gene 1, e posteriormente uma repeticao
do ensaio de sequenciagao da biblioteca de amostras com mutagao no Gene 2. Se forem observadas
mutagdes no Gene 2 num ensaio Unico para mutacdes no Gene 1, e vice-versa, isso indica
contaminacgao cruzada.

Foram comunicados zero falsos positivos (0/24, 0%) devido a contaminagéao cruzada de poco para
poco. Foram detetadas todas as mutacdes esperadas. Foram comunicados zero falsos positivos
(0/24, 0%) devido a contaminagao cruzada de ensaio para ensaio. Foram detetadas todas as
mutacdes esperadas. Foram comunicados zero falsos positivos (0/48, 0%) devido a contaminagéao
cruzada total (de pogo para pogo e de ensaio para ensaio).
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Carateristicas de desempenho da linha germinal

Os estudos aqui descritos utilizaram o mdédulo Germline Variant para analisar a sequenciagdo de dados, exceto os que utilizaram um
painel de um gene quando foi utilizado um mddulo especifico do ensaio.

Precisao

O estudo que se segue foi conduzido para avaliar a precisdo do instrumento MiSeqDx com o kit de reagentes MiSeqDx v3 e ADN

de elevada qualidade. O estudo utilizou um ensaio representativo concebido para analisar uma variedade de genes abrangendo
12.588 bases ao longo de 23 cromossomas diferentes utilizando 150 fragmentos amplificados. O cromossoma Y ndo contém regides de
confianga e ndo foi avaliado. As 12 amostras Unicas utilizadas neste estudo veem de uma sé familia — dois pais e dez filhos —
frequentemente sequenciada por varios laboratérios e metodologias de sequenciagédo. Existem cinco amostras femininas e sete
masculinas. Cada amostra foi testada em duplicado. A precisdo foi determinada para SNV, insergdes e eliminagdes comparando os
dados do estudo com uma base de dados de referéncia bem caraterizada. A sequéncia da base de dados de referéncia (Platinum
Genomes versao 2016-01) foi derivada da combinagéo de varias metodologias de sequenciagdo, dados disponiveis publicamente e
informacgdes hereditarias. Foram definidas regiées gendmicas de confianga com base neste método de referéncia, exceto quando
especificado em contrdrio. As amostras foram submetidas a ensaio oito vezes no total; as tabelas apresentadas para demonstrar a
precisdo tém por base os dados do primeiro ensaio.

A Tabela 1 contém os dados do estudo apresentados com uma percentagem de concordancia positiva e negativa por amostra, em que
os resultados da variante sdo comparados ao método de referéncia composto e bem caraterizado para calculos de PPA. Os trés tipos
de variantes (SNV, insergdes e eliminagdes) sdo combinados. Uma vez que o método de referéncia sé fornece resultados para as
variantes de nucledtido Unico e insergdes/eliminagdes, os resultados de base ndo-variante sdo comparados ao conjunto hg19 de
sequenciagdo de referéncia do genoma humano para calculos de NPA.

Tabela1 Concordancia dos resultados da identificacdo de bases do instrumento MiSeqDx por amostra

L N.° total N.°totalde N.°totalde N.°totalde N.° total de
Taxa media de . . = . - ~
Amostra .. - de variantes variantes hao- identificacbes @ PPA NPA OPA
identificacdes . . e o
variantes TP FN identificagGes TN
NA12877 >99,9 152 152 0 4 24024 100 100 100
NA12878 > 99,9 270 266 0 4 23856 100 100 100
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Amostra

NA12879
NA12880
NA12881

NA12882
NA12883
NA12884
NA12885
NA12886
NA12888
NA12893

Taxa média de
identificacoes
> 99,9
> 99,9
>99,9
>99,9
> 99,9
> 99,9
>99,9
> 99,9
> 99,9
> 99,9

N.° total
de
variantes

192

222
250
200
226
228
244
230
216

236

N.° total de
variantes
TP

190
220
247
196
224
226
240
228
216
234

N.° total de
variantes
FN

1
0

_

o N

0
0

N.° total de
nhao-
identificacoes

1

6
2
2
6

N.° total de
identificagoes
TN

24054
24052
23862
23962
23870
23942
23942
23888
24002
23810

PPA

99,5
100
99,6
99,0
100
99,6
99,2
99,6
100
100

NPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

OPA

> 99,9
100
>99,9
> 99,9
100
>99,9
> 99,9
> 99,9
100
100

O ensaio representativo era composto por 150 fragmentos amplificados concebidos para abranger uma variedade de conteldo
genomico. O conteudo GC dos fragmentos amplificados encontrava-se entre 26 e 87%. Os fragmentos amplificados também tinham
uma gama de nucledtido unico (p. ex. PolyA, PolyT), repeti¢des de dinucledtidos e trinucledtidos. Os dados foram compilados numa
base por fragmento amplificado (Tabela 2) para determinar o efeito do conteudo gendmico na % de identificagdes corretas. A % de
identificacBes corretas é composta por identificagdes de referéncia e variantes e sera inferior a 100% se ocorrerem identificagdes
incorretas ou nao-identificacbes. Nao ocorrem identificagdes quando nao estdo presentes um ou mais filtros para identificagcao de

variantes (por ex. cobertura insuficiente).

Das oito variantes FN da Tabela 2, sete ocorreram com uma insergdo 1 bp no fragmento amplificado 111, que também contém
homopolimero PolyA e conteudo GC de 0,29. A FN restante (identificagdo incorreta) deveu-se a um SNV heterozigdtico esperado, no

fragmento amplificado 125 com um conteudo GC de 0,68, identificado como variante homozigdtica. A frequéncia da variante SNV foi de

0,71, acima do limiar de 0,70 para classificagdo como variante homozigdtica. O fragmento amplificado com a % de identificagdes
corretas mais baixa (98,2%) foi o fragmento amplificado 17 com 40 ndo-identificagdes e contendo repeticdes AT e conteldo GC

de 27%.
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Tabela 2 Precisédo ao nivel do fragmento amplificado para o instrumento MiSegDx

Amplicon Cromossoma

N o g b~ W

10

12
13
14

15
16
17
18
19
20

21
22
23

24

N N N N N NN

W W W w NN

w

Amplicon
inicial
36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039
247812041

55862774
87003930

177016721
186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604

Amplicon
final
36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108
247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681

Tamanho do
fragmento
analisado

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

78

Bases em
regides de
confianga

93
79

91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

74
78
97

78

fragmento amplificado

Indel

PolyA (5), PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyG (5)
PolyT (10), indel

PolyA (5), CT(3), TAA
(3), indel

Indel
Indel
N/D
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), indel

PolyT (5), PolyA (6),
indel

N/D
PolyT (5), indel
AT(3), indel
N/D
CT(3), indel

PolyA (5), PolyT (5),
PolyA (9), TG(3)

Indel
PolyA (6)

PolyG (6), PolyT (5),
PolyA (5)

N/D

Conteudo genémico de Contelido

GC

0,22
0,38

0,4
0,49
0,69
0,39
0,27

0,28
0,38
0,65
0,35
0,42
0,31
0,3

0,43
0,42
0,27
0,43
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42

0,29

N.°total de
identificacdes
corretas

2232
1896

2184
2208
1944
1680
212

2160
1920
1944
1800
212
2088
2184

2232
1752
2192
1992
1680
212

1774
1872
2328

1872

N.° total de
identificagcdes
incorretas

0
0

o o o o o o o o o oo o

o o/ oo o o

o

N.° total de
nao-
identificagcdes
0

0

o o oo o

O o o o o o o

o

40

% de
identificagdes
corretas

100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
98,2
100
100
100

99,9
100
100

100
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Amplicon Cromossoma

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51

L

o o o o oo o gaa

N N N NI NN o o o o

©

Amplicon
inicial
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
7407714
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312

Amplicon
final
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394

Tamanho do
fragmento
analisado

66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
10
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

81
93
83

Bases em
regides de
confianca

62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
10
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93
83

Contelido gendmico de Contetdo

fragmento amplificado

PolyA (5), indel
PolyA (5)
PolyA (7), indel
N/D
GT(3), CCA(3)
N/D
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)
Indel
GCT(5), indel

PolyT (5), TCT(3), CTT
@)

Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
N/D
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel

PolyG (6), PolyC (6),
indel

N/D
Indel

N/D

GC

0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62
0,71

0,31
0,35
0,42

N.° total de
identificagcdes
corretas

1488
1656
1488
1800
2016
1536
1992
1608
2184
1800
2448
2208
2244
2352

2280
2064
2256
2184
1752

212

2088
2040
2160
2184

1584
2232
1992

N.° total de
identificagcdes
incorretas

o

O O 0o o o o o o/lo o o o o

O o o/lo o o o o o o

o

N.°total de
nao-
identificagdes

0

O o o o o o o o o o o

-
SN

O o o/lo o o o o o o

o

% de
identificagbes
corretas

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,5
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
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Amplicon Cromossoma

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

12
12

Amplicon
inicial
24811020
76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120
11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801
125769313
2834770
26811004

Amplicon
final
24811109
76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885
125769397
2834853
26811096

Tamanho do
fragmento
analisado

90
67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93

Bases em
regides de
confianca

89
67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93

Contelido gendmico de Contetdo

fragmento amplificado

PolyG (7), CTC(4), indel
Indel
PolyG (6)
Indel
N/D
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indel
AC(11), indel
N/D
N/D
N/D
Indel
N/D
Indel
N/D
PolyA (5)
N/D
PolyG (6)
Indel

PolyA (5), CA(3), indel

GAQ3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)

GC

0,61
0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87
0,3
0,2
0,35
0,42
0,49
0,57
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34
0,52
0,52
0,33

N.° total de
identificagcdes
corretas

2113
1608
2352
1560
2304
1992
2328
1872
2184
1896
2160
2280
2102
1920
1944
2304
1680
2400
1488
2448
1752
2040
2184
2040
2040
2040
2016
2232

N.° total de
identificagcdes
incorretas

o

O O O O O O 0O 0ojlo0o O 0O 0O oo o oo o o o oo o o o o o

N.°total de
nao-
identificagdes

23

O o o o o o o o o o o

-
o

O O O 0o o o o olo o o o oo o

% de
identificagbes
corretas

98,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

99,5
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplicon Cromossoma

80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

Amplicon
inicial
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191

Amplicon
final
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277

Tamanho do
fragmento
analisado

81
71
95
73
89

89
77
67
83
73
81
91
66
94
98
68
95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89

Bases em
regides de
confianca

81
71
95
73
88

89
77
67
83
72
81
91
66
94
96
68
93
95
7
91
70
63
95
87
104
91
89
87

Contelido gendmico de Contetdo

fragmento amplificado

N/D
PolyA (6)
PolyG (5)

N/D

PolyA (5), PolyT (7),
PolyA (7), indel

Indel
Indel
GA(3), TA(3)
N/D
PolyT (5), indel
Indel
Indel
PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indel
N/D
Indel
N/D
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
PolyC (5), indel

GC

0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67

N.° total de
identificagcdes
corretas

1944
1704
2280
1752
2112

2136
1848
1608
1992
1727
1944
2184
1584
2256
2304
1632
2232
2280
1704
2184
1680
1512

2280
2088
2496
2184
2136
2088

N.° total de
identificagcdes
incorretas

0

o o o o

O O 0O/l o0o O 0O O oo 0o O 0o o o o o olo o o o o o

N.°total de
nao-
identificagdes

0

0
0
0
0

o o o o

-

O O Oo/lo O O o o o oo o o o o o o o

% de
identificagbes
corretas

100
100
100
100
100

100
100
100
100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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) ) Tamanho do Bases em . - , N.°total de N.°total de N.° total de % de
Amplicon Cromossoma Anlwr?ll.con Ampllcon fragmento regides de Conteudo genor?w!co de Conteudo identificagcdes identificagcdes nao- identificagbes
inical final analisado confianca fragmento amplificado e corretas incorretas identificagdes corretas
108 17 3970090 3970180 91 91 Indel 0,46 2184 0 0 100
109 17 16084945 16085037 93 93 Indel 0,26 2232 0 0 100
10 17 33998759 33998849 91 89 PolyT (5) 0,54 2136 0 0 100
m 17 39589691 39589774 84 82 PolyA (13), indel (x2) 0,29 1944 7 17 98,8
12 17 41244394 41244484 91 91 PolyA (5) 0,34 2184 0 0 100
13 17 45438866 45438957 92 92 PolyA (7), AT(3), AT(4), 0,26 2208 0 0 100
AT(4), indel

14 17 61502432 61502510 79 79 Indel 0,41 1887 0 9 99,5
15 17 64023582 64023667 86 86 PolyT (7) 0,22 2064 0 0 100
116 17 72308237 72308320 84 84 GAG(3) 0,62 2016 0 0 100
17 18 2616456 2616522 67 67 GA(3) 0,31 1608 0 0 100
118 18 6980478 6980568 91 91 N/D 0,37 2184 0 0 100
19 18 9888026 9888094 69 69 PolyA (6), TG(3) 0,43 1656 0 0 100
120 18 38836999 38837073 75 75 PolyA (5), indel 0,37 1800 0 0 100
121 18 47405382 47405462 81 81 CTC(3), indel 0,47 1944 0 0 100
122 18 54815665 54815749 85 85 CT(3), indel 0,45 2040 0 0 100
123 18 59773996 59774060 65 65 N/D 0,48 1560 0 0 100
124 19 625143 625241 99 99 N/D 0,59 2376 0 0 100
125 19 18121418 18121491 74 74 N/D 0,68 1775 1 0 99,9
126 19 18186574 18186643 70 70 N/D 0,64 1680 0 0 100
127 20 746056 746149 94 94 N/D 0,61 2256 0 0 100
128 20 10633195 10633276 82 82 AC(3) 0,59 1968 0 0 100
129 20 17705633 17705708 76 76 CT(3) 0,58 1824 0 0 100
130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3),TG(4), indel 0,46 1680 0 0 100
131 20 25278421 25278521 101 101 Indel 0,63 2424 0 0 100
132 20 50897302 50897368 67 67 Indel 0,36 1608 0 0 100
133 20 62331904 62331994 91 88 PolyG (6) 0,73 2112 0 0 100
134 20 62690860 62690946 87 87 Indel 0,57 2088 0 0 100
135 21 30300823 30300888 66 66 Indel 0,35 1584 0 0 100
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) ) Tamanho do Bases em . - , N.°total de N.°total de N.° total de % de
Amplicon Cromossoma Anlwr?ll.con Ampllcon fragmento regides de Conteudo genor?w!co de Conteudo identificagcdes identificagcdes nao- identificagbes
inical final analisado confianca fragmento amplificado e corretas incorretas identificagdes corretas

136 21 33694176 33694273 98 98 PolyT (6), CA(3) 0,54 2352 0 0 100
137 21 36710706 36710792 87 87 GT(3), indel 0,39 2088 0 0 100
138 21 46644924 46644992 69 69 PolyA (6), AG(3), indel 0,32 1656 0 0 100
139 21 46705575 46705664 90 90 PolyT (5), PolyA (6) 0,5 2160 0 0 100
140 22 25750774 25750873 100 100 Indel 0,63 2400 0 0 100
141 22 32439233 32439329 97 97 N/D 0,68 2328 0 0 100
142 22 37409844 37409940 97 97 Indel 0,46 2328 0 0 100
143 22 37637596 37637694 99 99 N/D 0,6 2376 0 0 100
144 22 47081347 47081438 92 92 Indel 0,66 2208 0 0 100
145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 1656 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 1656 0 0 100
147 X 135290777 135290847 71 71 N/D 0,52 1704 0 0 100
148 Y 2655397 2655461 65 0 N/D 0,55 0 0 0 N/D
149 Y 2655519 2655609 91 0 N/D 0,48 0 0 0 N/D
150 Y 2655609 2655679 7 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 N/D

As variantes que constituiram ndo-identificagdes estdo resumidas na Tabela 3. Os filtros que resultaram nas nao-identificagdes estado
enumerados na tabela. A insergao no fragmento amplificado 111 foi filtrada em nove das 16 ocorréncias, com as restantes sete
ocorréncias identificadas como referéncia, e por conseguinte FN.

Tabela 3 Resumo de ndo-identificacGes de variantes

Conteudo de

N.° de
. fragmento . Variantes Variantes Identificacdes
fragmentos  Cro:Pos Variante .. Filtro .
. amplificado ignoradas esperadas FN
amplificados
correspondente
64 10:55892600 TAC>T AC(11),42% GC R5x9' 10 10 0
m 17:39589692 C>CA PolyA (13), 29% GC R5x9 9 16 7

T R5x9: repetir filtro. Uma variante é filtrada se a variante estiver presente total ou parcialmente de forma repetida no genoma de referéncia adjacente
a posigdo da variante. Sao necessarias, pelo menos, nove repetigdes na referéncia e apenas as repeticdes com 5 bp sdo consideradas.
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Os resultados de sequenciagdo da amostra NA12878 foram comparados a um gendtipo com um nivel de confianga muito elevado para
NA12878 e estabelecido pelo NIST (National Institute of Standards and Technology — Instituto Nacional de Normas e Tecnologia)
(v.2.19). Dos 150 fragmentos amplificados, 92 fragmentos amplificados foram totalmente incluidos em regides gendmicas com um nivel
de confianga muito elevado, 41 fragmentos amplificados tinham sobreposigéo parcial e 17 fragmentos amplificados n&do tinham
sobreposicdo na sequéncia do NIST. Isto resultou em 10.000 coordenadas por réplica para comparacgdo. Foram comparadas
identificagdes de bases ndo-variantes com o genoma humano de referéncia do conjunto 19. Os resultados de precisédo sao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 Concordancia dos resultados da identificacdo de bases do instrumento MiSeqgDx para a amostra NA12878 com a base
de dados do NIST

N.° total N.° total

N.°de L N.° total de N.° total de
Taxa médiade de de . o N . e ~
Amostra fragmentos . . . . identificagcdes identificacbes PPA NPA OPA
amplificados identificacbes variantes variantes ™ Ep
e P FN
NA12878 133 99,98 208 0 19380 0 100 100 100

As amostras foram analisadas novamente para identificar pequenas insercdes e eliminagdes (indels) (Tabela 5). Em alguns casos, o
indel era comum entre duas ou mais amostras, conforme refletido na coluna N.° total de réplicas de amostras com indel. Os resultados
de ambas as réplicas das 12 amostras validas estdo incluidas na Tabela 5. Foram identificados 71indels no total com tamanho entre
1-24 bp no caso das insergdes e 1-25 bp no caso das eliminagdes. Foram detetados 69 indels cada um com uma percentagem de
concordancia positiva de 100%. Uma eliminacao (fragmento amplificado 64; eliminagao de 2 bp (chr10 55892600 TAC>T) ndo
apresentou identificagdes corretas porque cada uma destas variantes era uma nao-identificagdo devido ao filtro R5x9.

Assim, ndo foi possivel calcular o PPA, que exclui as ndo-identificagdes. Outro indel, inser¢cdo 1 bp (chr17 39589692 C>CA no fragmento
amplificado 111), também nao teve identificagdes corretas, porque nove variantes foram ndo-identificagdes devido ao filtro R5x9 e sete
foram identificagcées FN.

Tabela 5 Resumo da detegéo de indel com o instrumento MiSeqDx

N.° total d
Tamanho do  Tipo etamanho do 6 Iizaz dee N.O de ndo N.°total de N.°total de
Amplicon Cromossoma  Posi¢do fragmento indel do fragmento Indel P T identificacdes de identificagdes de PPA
. i amostras com identificacdes . ) )
analisado amplificado indel indel incorretas indel corretas
1 1 36450544 93 Eliminagéo 25 bp GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 2 0 0 2 100
2 1 109465165 79 Eliminagéo 3 bp ACTT>A 12 0 0 12 100
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Amplicon Cromossoma

© 0 N o MW

14
16
17
19
21
25
27
31
34
36
37
39
41
44
46
47
48
50
52
53
55

© 0 0 NI NN N N o o o o g g b~ B 0O 0w w D NN NN

Posicado

218353908
223906701
236372081
247812083
55862804
87003972
200796749
212245090
235016388
4466274
49851375
190106071
56236567
164446785
74077155
155662255
24950035
31084942
32986905
41647442
66276142
110939983
128533514
149503916
156476548
24811064
76518677
105586193

Tamanho do

fragmento
analisado

91

92

70

88

90

80

100
95
95
88
85
90
91
93
90
67
65

Tipo e tamanho do
indel do fragmento
amplificado
Inser¢do 23 bp
Eliminagéo 17 bp
Insergdo 5 bp
Insergdo 3 bp
Insergdo 7 bp
Eliminag&o 6 bp
Insercdo 5 bp
Inser¢do 12 bp
Insergdo 2 bp
Eliminagéo 23 bp
Insercdo 9 bp
Eliminagdo 1bp
Eliminagéo 8 bp
Inser¢do 11 bp
Eliminagéo 4 bp
Insergdo 8 bp
Eliminagéo 21bp
Eliminag&o 3 bp
Eliminagéo 25 bp
Eliminagéo 23 bp
Insergdo 1bp
Eliminag&o 4 bp
Insergdo 1bp
Eliminag&o 4 bp
Eliminagéo 11 bp
Eliminagdo 1bp
Insercdo 4 bp
Insergdo 4 bp

Indel

T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA
GACAGACTGTGAGGAAGA>G
C>CTTAAG
C>CATG
T>TTTGGTAA
TTATCTC>T
T>TTAAAA
C>CTGAAAATAGGAT
A>ATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT
AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA
TAGTA>T
G>GCCTACTGA
CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G

CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C

GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G

C>CT

CAAGT>C
T>TC

GGATA>G

GAATCTGCACTT>G

AG>A

T>TACTG

C>CAATT

N.° total de
réplicas de
amostras com
indel

24
10
10
10
14
6
24
14
12
2
4
20
12
12
10
20
10
14
12
8
16
12
24
8
12
24
14
2

N.° dendo-
identificagcdes

O 0O O O/ 0o/o0o O O 0O 0O 0o 0o 0o oo o o o o o o o o o o o o o

N.°total de N.° total de
identificacdes de identificacdes de PPA
indel incorretas indel corretas

0 24 100
0 10 100
0 10 100
0 10 100
0 14 100
0 6 100
0 24 100
0 14 100
0 12 100
0 2 100
0 4 100
0 20 100
0 12 100
0 12 100
0 10 100
0 20 100
0 10 100
0 14 100
0 12 100
0 8 100
0 16 100
0 12 100
0 24 100
0 8 100
0 12 100
0 24 100
0 14 100
0 2 100
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Amplicon Cromossoma

58
59
63
64
68
70
75
76
78
84
85
86
89
90
91
93
95
96
98
100
105
107
108
109
m
112
13
14

Posicado

138995370
5987158
45084202
55892600
30177690
59837721
118406328
120357842
2834814
25817002
44880152
77665265
46958967
58050081
82390602
102808554
63446199
77879862
8543831
89864316
85706416
3594276
3970133
16084985
39589692
39589739
45438886
61502459

Tamanho do
fragmento
analisado
97
79
95
89
70
62
85
85
84
89
89
77
73
81
91
94
68
95
72
70
91
87
91
93
84
84
92
79

Tipo e tamanho do
indel do fragmento
amplificado
Eliminagéo 21bp
Eliminag&o 3 bp
Eliminagéo 16 bp
Eliminag&o 2 bp
Insergdo 2 bp
Insergdo 8 bp
Eliminagéo 8 bp
Eliminag&o 2 bp
Insergdo 21bp
Inser¢do 19 bp
Insercdo 4 bp
Eliminag&o 20 bp
Eliminagéo 22 bp
Insergdo 4 bp
Eliminagéo 16 bp
Eliminag&o 5 bp
Eliminagéo 6 bp
Eliminag&o 25 bp
Insergdo 3 bp
Insergdo 4 bp
Eliminagéo 7 bp
Eliminagdo 1bp
Insergdo 18 bp
Insergdo 4 bp
Insergdo 1bp
Inser¢do 24 bp
Eliminagéo 4 bp
Eliminag&o 12 bp

Indel

TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A
TAC>T
C>CTG
T>TTATGAAAA
CAGTGTGGA>C
CTT>C
T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG
C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT
C>CCTGT
ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T
C>CTGAT
CTTGCTCTATAAACCGT>C
CGTGGA>C
CAAAATT>C

GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

C>CTTG
G>GCTAC
ATTATTTC>A
TG>T
A>ATCCTATTCTACTCTGAAT

A>AACAC

C>CA

T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA
CAGTG>C
TTTGTATCTGCTG>T

N.° total de
réplicas de
amostras com
indel

14
10
12
10
10
12
10
10
24
24
12
14
24
20
10
10
12
14

16

10
10
16
24
12
20

N.° dendo-
identificagcdes

> ©

O O O ©o/l0olo O O 0O 0O o o o oo o o oo o o o o o

N.°total de N.° total de
identificacdes de identificacdes de PPA
indel incorretas indel corretas

0 14 100
0 10 100
0 12 100
0 0 N/D
0 10 100
0 12 100
0 10 100
0 10 100
0 24 100
0 24 100
0 12 100
0 14 100
0 24 100
0 20 100
0 10 100
0 10 100
0 12 100
0 14 100
0 8 100
0 8 100
0 16 100
0 2 100
0 10 100
0 10 100
7 0 0

0 24 100
0 12 100
0 20 100
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Amplicon Cromossoma  Posicdo
120 18 38837054
121 18 47405425
122 18 54815706
130 20 21766863
131 20 25278464
132 20 50897361
134 20 62690925
135 21 30300873
137 21 36710749
138 21 46644985
140 22 25750814
142 22 37409885
144 22 47081407

Reprodutibilidade

Tamanho do
fragmento
analisado
75
81
85
70
101
67
87
66
87
69
100
97
92

Tipo e tamanho do
indel do fragmento
amplificado
Insergdo 22 bp
Insergdo 3 bp
Eliminagéo 2 bp
Eliminag&o 15 bp
Insercdo 5 bp
Inser¢do 11 bp
Eliminagéo 16 bp
Inser¢do 11 bp
Eliminagéo 21bp
Eliminag&o 5 bp
Insergdo 6 bp
Insergdo 5 bp

Eliminagéo 10 bp

Indel

T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA
T>TGAG
ACT>A
TACTTGAGAACTGAGG>T
A>AGTGGG
G>GGAATGTCAGCC
TCCTGGCTGGCCTGTGG>T
G>GATAAAACTTTA
ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A
GTTGTT>G
C>CAGGGCA
C>CTGTTT
GGGCACAGGCA>G

N.° total de
réplicas de
amostras com
indel

24
20
20
4
20
24
10
10
16
8
20
2
12

N.° dendo-
identificagcdes

O O o o/ o o o o o o o o o

N.°total de N.° total de
identificagdes de identificagcdes de
indel incorretas indel corretas

24

20

20
4
20
24

O 0O 0o 0o o o o/lo o o o o o
N
o

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Foram conduzidos dois estudos para avaliar a reprodutibilidade do instrumento MiSeqDx com linhas celulares (estudo 1e 2) ou sangue
com leucodcitos diminuidos contendo linhas celulares (estudo 2). O estudo 1 utilizou varios instrumentos. O estudo 2 incluiu varios

centros.

Estudo 1

A reprodutibilidade do instrumento MiSeqDx foi determinada com dois instrumentos, dois operadores e dois lotes de reagentes, num
total de oito ensaios. O ensaio representativo, as amostras e o método de referéncia sdo os mesmos descritos para o estudo de

precisao.

Os resultados sdo apresentados com base no fragmento amplificado para cada instrumento (Tabela 6) para demonstrar a

reprodutibilidade da identificagdo em todos os instrumentos. A % de identificagdes corretas incluiu as identificagdes incorretas e
nao-identificagdes (em que ndo existe correspondéncia de um ou mais filtros para a identificacdo de variantes). Os instrumentos
geraram numeros semelhantes de ndo-identificagdes e identifica¢des incorretas dependendo do fragmento amplificado em particular.
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Tabela 6 Resultados de reprodutibilidade instrumento a instrumento do estudo para o instrumento MiSegDx (ao nivel do fragmento
amplificado)

Amplicon Cromossoma

[©>RNENG, B N V)

10

12
13
14

15
16
17
18
19
20

NN N N N NN

W W W w NN

Amplicon
inicial

36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774
87003930

177016721
186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

Amplicon
final

36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

Tamanho
do
fragmento
analisado

93
79

91
92
81
70

88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

Bases em
regides de
confianga
93
79

91
92
81
70

88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

Conteudo

gendémico de Conteudo

fragmento
amplificado

Indel

PolyA (5),
PolyC (5), indel

Indel
Indel
PolyG (5)

PolyT (10),
indel

PolyA (5), CT
(3), TAAR),
indel

Indel
Indel
N/D
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), indel

PolyT (5),
PolyA (6), indel

N/D
PolyT (5), indel
AT(3), indel
N/D
CT(3), indel

PolyA (5),
PolyT (5),
PolyA (9), TG
(3)

GC

0,22
0,38

0,4
0,49
0,69
0,39

0,27

0,28
0,38
0,65
0,35
0,42
0,31
0,3

0,43
0,42
0,27
0,43
0,49
0,41

MiSegDx 1
Totalde Totalde
identificacdes identificagdes

corretas incorretas
8928 0
7584 0
8736 0
8832 0
7776 0
6720 0
8448 0
8640 0
7680 0
7775 1
7200 0
8448 0
8352 0
8736 0
8928 0
7008 0
8761 0
7968 0
6720 0
8448 0

N.° total de
nao-
identificagdes
0

0

o o o o

o o o|lo o o o

MiSeqDx 2
Totalde Total de
identificagdes identificacdes
corretas incorretas
8928 0
7584 0
8736 0
8832 0
7776 0
6720 0
8448 0
8640 0
7680 0
7775 1
7200 0
8448 0
8352 0
8736 0
8928 0
7008 0
8760 0
7968 0
6720 0
8448 0

N.° total de
nao-
identificagcdes
0

0

o o o | o

o o o/lo o o o
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Amplicon Cromossoma

21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45

R

o o o o oo o gaa

N NN O o o o

Amplicon
inicial

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
7407714
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735

Amplicon
final

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586
102839314
164446804

1882158

14769144

41069871

74077196
147475409
149323821
155662287

6318814

24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821

Tamanho
do
fragmento
analisado

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91

102
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87

Bases em
regides de
confianga

74

78

97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87

Conteudo

gendmico de Conteudo

fragmento
amplificado

Indel
PolyA (6)

PolyG (6),
PolyT (5),
PolyA (5)

N/D
PolyA (5), indel
PolyA (5)
PolyA (7), indel
N/D
GT(3), CCA(3)
N/D
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)
Indel
GCT(5), indel

PolyT (5), TCT
(3), CTT(3)

Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
N/D
Indel

PolyA (7), AG
(4)

GC

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26

Totalde

identificacdes identificagdes

corretas
7096
7488
9312

7488
5952
6624
5952
7200
8064
6144
7968
6432
8736
7200
9792
8832
8979
9408

9120
8256
9024
8736
7008
8448
8352

MiSegDx 1
Totalde

incorretas
0
0

O O O O O o o olo o o o o o o

O o/l o o o o o

N.° total de
nao-
identificagdes
8

0

O O 0o o o o o o/lo o o o o

~
© | ax

O o/l o o o o o

Totalde

identificagcdes identificacdes

corretas
7096
7488
9312

7488
5952
6624
5952
7200
8064
6144
7968
6432
8736
7200
9792
8832
8979
9408

9120
8256
9024
8736
7008
8448
8352

MiSegDx 2
Totalde

incorretas
0
0

O O O O o o o olo o o o oo o

O o/lo o o o o

N.° total de
nao-
identificagcdes
8

0

O O o o o o o o/lo o o o o

B
o | &;

O o/ o o o o o
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Amplicon Cromossoma

46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64
65
66
67
68
69
70

| 00 NN

© © | ©|© © o©

10
10
10

10
10
10
10
n
n
n
n

Amplicon
inicial

110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120
11784629
27317777
33018351

45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679

Amplicon
final

110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440

45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740

Tamanho
do
fragmento
analisado

85
90
91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90

95

89

80
81

97
70
100
62

Bases em
regides de
confianga

85

90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97
78
91
79
90

95

88
80
81

96
70
100
62

Conteudo

gendmico de Conteudo

fragmento
amplificado

Indel
PolyG (5), indel

PolyG (6),
PolyC (6), indel

N/D
Indel
N/D

PolyG (7), CTC
(4), indel

Indel
PolyG (6)
Indel
N/D
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel
AC(1), indel
N/D
N/D
N/D
Indel
N/D

Indel

GC

0,38
0,62
0,71

0,31
0,35
0,42
0,61

0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87

0,3

0,2

0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37

Totalde

identificacdes identificagdes

corretas
8160
8550
8736

6336
8928
7968
8452

6432
9408
6240
9216
7968
9312
7488
8644
7584
8640

9120
8408
7680
7776
9216
6720
9600
5952

MiSegDx 1
Totalde

incorretas
0
0

o o o o o o o o o o o | o

O o o o o o o o

N.° total de
nao-
identificagdes
0

90

o o/ o o o o

Totalde

identificagcdes identificacdes

corretas
8160
8550
8736

6336
8928
7968
8449

6432
9408
6240
9216
7968
9312
7488
8644
7584
8640

9120
8407
7680
7776
9216
6720
9600
5952

MiSegDx 2
Totalde

incorretas
0
0

o O o o o o o o o o o o

O 0o o o o o o o

N.° total de
nao-
identificagcdes

0
90
0

o o/ o o o o
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Amplicon Cromossoma

71
72
73
74
75
76

77
78
79

80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

n
n
n
n
n
n

n
12
12

12
12
12
13
13

13
13
14
14
14
14
14
14
14
15
15

Amplicon
inicial

64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770
26811004

30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149

Amplicon
final

64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853
26811096

30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216

Tamanho
do
fragmento
analisado

102
73
85
91
85
85

85
84
93

81
71
95
73
89

89
77
67
83
73
81
91
66
94
98
68

Bases em
regides de
confianga

102

73

85

91

85

85

85
84
93

81
71
95
73
88

89
77
67
83
72
81
91
66
94
96
68

Conteudo

gendmico de Conteudo

fragmento
amplificado

N/D
PolyA (5)
N/D
PolyG (6)
Indel

PolyA (5), CA
(3), indel

GA(3)
PolyC (5), indel

PolyA (7), AC
(4)

N/D
PolyA (6)
PolyG (5)

N/D

PolyA (5),
PolyT (7),
PolyA (7), indel

Indel
Indel
GA(3),TA(3)
N/D
PolyT (5), indel

Indel

Indel
PolyA (5)

Indel
PolyC (5)

Indel

GC

0,59

0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

0,52
0,52
0,33

0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25

Totalde

identificacdes identificagdes

corretas
9792
7008
8160
8736
8160
8160

8160
8064
8928

7776
6816
oMz
7008
8448

8544
7392
6432
7968
6830
7776
8736
6336
9024
9216
6528

MiSegDx 1
Totalde

incorretas

0

0
0
0
0
0

o

o

o ol w o o

O o o o o o o o o o o

N.° total de
nao-
identificagdes

0

0
0
0
0
0

o

o

o o o o o o o o o

o o o o o o

MiSegDx 2
Totalde Totalde
identificagbes identificagdes
corretas incorretas
9792 0
7008 0
8160 0
8736 0
8160 0
8160 0
8160 0
8064 0
8928 0
7776 0
6816 0
9119 1
7008 0
8448 0
8544 0
7392 0
6432 0
7968 0
6835 0
7776 0
8736 0
6336 0
9024 0
9216 0
6528 0

N.° total de
nao-
identificagcdes

0

0
0
0
0
0

o

o

o o o o o o o o o

o o/ o o o o
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96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
10
m

12
13

14
115
16
n7z
18
119

120

Amplicon
inicial

77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432

64023582

72308237
2616456
6980478
9888026

38836999

Amplicon
final

77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510

64023667

72308320
2616522
6980568
9888094

38837073

Tamanho
do
fragmento
analisado

95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69

75

Bases em
regides de
confianga

93

95

71

91

70

63

95

87

104

91

89

87

91

93

89

82

91
92

79
86
84
67
91
69

75

Conteudo

gendmico de Conteudo

fragmento
amplificado

PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indel
N/D
Indel
N/D
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
PolyT (5), indel
GC(3)
PolyC (5), indel
Indel
Indel
PolyT (5)

PolyA (13),
indel (x2)

PolyA (5)

PolyA (7), AT
(3), AT(4), AT
(4), indel

Indel
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
N/D

PolyA (6), TG
(3)

PolyA (5), indel

GC

0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43

0,37

Totalde

identificacdes identificagdes

corretas
8928
9120
6816
8736
6720
6048
9120
8352
9984
8736
8544
8347
8736
8928
8544
7776

8736
8832

7546
8256
8064
6432
8736
6624

7200

MiSegDx 1

Totalde

incorretas

0

N O O O o o oo o o o oo o o

o

o o/ oo o o

N.° total de
nao-
identificagdes

0

gOOO(ﬂOOOOOOOOOO

o o oo o

Totalde

identificagcdes identificacdes

corretas
8926
9120
6816
8736
6720
6048
9120
8352
9984
8736
8544
8347
8736
8928
8544
7777

8736
8832

7547
8256
8064
6432
8736
6624

7200

MiSegDx 2
Totalde

incorretas

2

SOOOOOOOOOOOOOO

o o/ oo o o

N.° total de
nao-
identificagcdes

0

gOOO(ﬂOOOOOOOOOO

o o oo o
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121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135
136

137
138

139

140
141
142
143
144
145

18
18
18
19
19
19
20
20
20
20

20
20
20
20
21
21

21
21

21

22
22
22
22
22

Amplicon
inicial

47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176

36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424

Amplicon
final

47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492

Tamanho
do
fragmento
analisado

81
85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91

66
98

87
69

90

100

97
99
92
69

Bases em
regides de
confianga

81

85

65

99

74

70

94

82

76

70

101
67
88
87
66
98

87
69

90

100
97
97
99
92
69

Conteudo

gendmico de Conteudo

fragmento
amplificado

CTC(3), indel
CT(3), indel
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
AC(3)
CT(3)

GT(3),TG(4),
indel

Indel
Indel
PolyG (6)
Indel
Indel

PolyT (6), CA
(3)

GT(3), indel

PolyA (6), AG
(3), indel

PolyT (5),
PolyA (6)

Indel
N/D
Indel
N/D
Indel

PolyT (5)

GC

0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,67
0,59
0,58
0,46

0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54

0,39
0,32

0,5

0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26

Totalde

identificacdes identificagdes

corretas
7776
8160
6240
9504
7102
6718
9024
7872
7296
6720

9696
6432
8360
8352
6336
9408

8352
6603

8640

9600
9312
9312
9504
8832
6624

MiSegDx 1
Totalde

incorretas

0

O O o o/ NN O O o

o o o o o o

o

o o o o o o

N.° total de
nao-
identificagdes

0

O o o/lo o o o o o

o

88

21

o o o o o o

Totalde

identificagcdes identificacdes

corretas
7776
8160
6240
9504
7104
6718
9024
7872
7296
6720

9696
6432
8360
8352
6336
9408

8352
6601

8640

9600
9312
9312
9504
8832
6624

MiSegDx 2
Totalde

incorretas

0

O o o/lo N O o o o

o o/ o o o o

o

o o/ o o o o

N.° total de
nao-
identificagcdes

0

O o o/lo o o o o o

o

88

23

o o/ o o o o
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g Tamanho E. Conteudo MiSeqDx 1 MiSeqDx 2

O q a 2 z

S riellaen Groessea Ao Al do regives de  9enomicode Conteldo  Total de Totalde  N.°totalde  Totalde Totalde  N.°totalde
S inicial final fragmento B fragmento GC  identificacbes identificacbes n3o- identificagbes identificagdes néo-
g’ analisado amplificado corretas incorretas  identificagdes  corretas incorretas  identificagbes
= 146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 6624 o o 6624 0 0

§ 147 X 135290777 135290847 7 71 N/D 0,52 6816 0 0 6816 0 0

8 148 Y 2655397 2655461 65 0 N/D 0,55 o o o 0 0 0

[}

~ 149 Y 2655519 2655609 91 0 N/D 0,48 0 0 0 0 0 0

oo

-y 150 Y 2655609 2655679 7 0 PolyA (5) 0,37 0 o o 0 0 0

-U . o . o ~ . .

% Os resultados do estudo de reprodutibilidade foram analisados com base no operador utilizando frequéncia de variantes (Tabela 7).

Esta analise demonstrou a consisténcia das frequéncias de variantes em todos os operadores. Sd0 apresentadas frequéncias de
variantes médias com um desvio padrdo de +/- 1.

Tabela 7 Resultados operador a operador para o instrumento MiSeqDx

N.° total de N.° total de

Intervalo de N.° de . ] Frequéncia de variante Frequéncia de variante
. ) variantes variantes - . - .
frequéncia de variantes K . meédia (DP) comunicada média (DP) comunicada
. .. analisadas analisadas

variantes unicas operador 1 operador 2

operador 1 operador 2
Homozigédtico 2424 2424 2422 0,94 +/- 0,07 0,96 +/- 0,05
(0,70-1,00)
Heterozigdtico 8240 8132 8128 0,48 +/- 0,04 0,49 +/-0,04
(0,20-0,70)

Sao apresentados resultados do estudo de reprodutibilidade para cada amostra, compostos por todos os oito ensaios (Tabela 8).
A detecao é avaliada para cada tipo de variante — SNV, insergdes e eliminagdes — separadamente. As posi¢des de referéncia sdo
excluidas. Esta analise demonstrou a reprodutibilidade dos resultados das variantes em todas as amostras.

ve
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Tabela 8 Concordancia dos resultados da identificagao de bases do instrumento MiSeqDx por amostra
SNV Insergdes Eliminagées

Amostra N.°total N.°totalde TP N.°totaldeF N.°totaldeF N.°totaldeF N.°totaldeTP N.°totaldeFP N.°totaldeFN N.°total N.°totaldeTP N.°totaldeFP N.°totaldeFN

NA12877 592 592 0 0 336 336 0 0 288 288 0 0
NA12878 1456 1456 0 0 320 304 0 0 384 368 0 0
NA12879 912 912 0 0 336 320 0 2 288 288 0 0
NA12880 1072 1071 0 0 384 384 0 0 320 304 0 0
NA12881 1248 1247 0 1 384 368 0 0 368 368 0 0
NA12882 944 943 0 1 352 336 0 4 304 288 0 0
NA12883 1088 1087 0 1 368 368 0 0 352 335 0 0
NA12884 1088 1088 0 0 400 384 0 5 336 336 0 0
NA12885 1200 1189 0 7 400 382 0 4 352 336 0 0
NA12886 1104 1102 0 2 368 352 0 3 368 368 0 0
NA12888 1056 1054 0 2 368 368 0 0 304 304 0 0
NA12893 1168 1168 0 0 352 336 0 1 368 368 0 0

Os dados fornecidos pelos oito ensaios neste estudo de reprodutibilidade suportam a alegagao de que o instrumento MiSeqDx pode
sequenciar de forma consistente:

* Conteldo GC = 19% (todas as bases identificadas em 192 de 192 fragmentos amplificados sequenciados com 19% de conteldo GC
identificado corretamente com uma taxa de nao-identificagdo de 1,1%)

* Conteudo GC = 78% (todas as bases identificadas em 192 de 192 fragmentos amplificados sequenciados com 78% de conteldo GC
identificado corretamente com zero ndo-identificacbes)

* Tamanhos PolyA = 8 (repeti¢do PolyA de 8 nucledtidos identificada corretamente em 192 de 192 fragmentos amplificados
sequenciados contendo PolyA = 8)

* Tamanhos PolyT =10 (repetigado PolyT de 10 nucleétidos identificada corretamente em 192 de 192 fragmentos amplificados
sequenciados contendo PolyT = 10)

* Tamanhos PolyG = 7 (repeticdo PolyG de 7 nucledtidos identificada corretamente em 192 de 192 fragmentos amplificados
sequenciados contendo PolyG = 7)

* Tamanhos PolyC = 6 (repeticdo PolyC de 6 nucledtidos identificada corretamente em 576 de 576 fragmentos amplificados
sequenciados contendo PolyC = 6)
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* Tamanhos de repeticdo de dinucledtidos = 11x (todas as bases identificadas em 192 de 192 fragmentos amplificados sequenciados
com repeticdo de dinucledtidos de 11x foram identificadas corretamente com uma taxa de ndo-identificacdo de 0,5%)

* Tamanhos de repetigdo de trinucledtidos = 5x (todas as bases identificadas em 192 de 192 fragmentos amplificados sequenciados
com repeticdo de trinucledtidos de 5x foram identificadas corretamente com uma taxa de ndo-identificacdo de 0,5%)

* 24 oumenosinsergdes de base e 25 ou menos eliminagbes de base
— 24 insergbes de base identificadas corretamente em 192 de 192 amostras

— 25eliminagbes de base identificadas corretamente em 223 amostras e identificadas incorretamente em 1amostra de
224 amostras

Estudo 2

Um estudo de reprodutibilidade de centro para centro efetuado com um ensaio representativo, o ensaio de fibrose cistica de

139 variantes do MiSeqDx da lllumina, incluiu um subconjunto de varia¢des genéticas clinicamente significativas CFTR analisadas com
o software MiSeq Reporter com o fluxo de trabalho de sequenciagéo alvo do ADN MiSeqDx. O estudo em regime de ocultagao utilizou
3 centros de ensaio e 2 operadores em cada centro. Foram testados dois painéis bem caraterizados de 46 amostras cada por cada um
dos operadores em cada centro, num total de 810 identificagdes por centro. Os painéis continham uma mistura de ADN gendmico de
linhas celulares com variantes conhecidas no gene CFTR, bem como sangue com leucdcitos diminuidos contendo linhas celulares com
variantes conhecidas no gene CFTR. As amostras de sangue foram fornecidas para permitir a incorporagao dos passos de extragao
utilizados para preparar gDNA que serve como entrada principal para o fluxo de trabalho do ensaio. A taxa de aprovagdo das amostras,
definida como o nimero de amostras aprovadas nos indicadores de CQ na primeira tentativa, foi de 99,88%. Todos os resultados dos
testes sdo baseados no teste inicial.

Tabela 9 Resumo dos resultados do estudo de reprodutibilidade efetuado com um ensaio representativo de fibrose cistica de
139 variantes do MiSeqDx

Identificagdes positivas Identificacdes negativas

Identificacdes concordantes concordantes (tipo N.°de
. N.°da L . ”, N (variantes) | ) . L N.°dendo- Concordancia Concordancia Concordéancia
Painel Genbtipo da amostra Variantes totais por variantes selvagem identificagbes . o " )
amostra . identificacdes positiva (%)  negativa (%) total (%)
centro Centro Centro Centro Centro Centro Centro  Incorretas
1 2 8 1 2 8
A 1 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 2 1812-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
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LE

Painel

[

amostra

3

52

108

n

12

13
14
15

16

18

Gendtipo da amostra

Q493X/F508del (HET)
F508del/2184delA (HET)
Y122X/R1158X (HET)

F508del/2183AA>G
(HET)

R75X (HET)
1507del/F508del (HET)
F508del/W1282X (HET)

F508del/3272-26A>G
(HET)

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

621+1G>T/3120+1G>A
(HET)

E60X/F508del (HET)
M1107K (HET)
M1101K (HOM)

F508del (HOM)

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET)

Variantes

1506V,
1507V,
F508C
nao
presente

(TG)10
(T)9/
(TG)12(T)5

Identificagées
totais por
centro
810
810

810

810

810
810
810

810

810

810

810
810
810

828

810

816

Identificagdes positivas Identificacdes negativas

Centro Centro Centro Centro Centro Centro

1
12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

18

concordantes
(variantes)

2
12

3
12

concordantes (tipo

1
798

797

798

798

804

798

798

798

798

798

798

804

804

822

798

798

selvagem)
2
798
798
665

798

804
798
797

797

798

798

798
804
804

822

798

798

3
798

798

798

798

804

798

798

798

798

798

798

804

804

822

798

798

N.°de
identificagcdes
incorretas

N.°dendo- Concordancia Concordancia Concordancia

identificagdes positiva (%)

0 100
1 100
1352 94,44
0 100
0 100
0 100
0 97,22
0 97,22
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100

negativa (%)

100
100
94,44

100

100
100
99,96

99,96

100

100

100
100
100

100

100

100

total (%)

100

100

94,44

100

100

100

99,92

99,92

100

100

100

100

100

100

100

100
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Painel

[

amostra

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

Gendtipo da amostra

621+1G>T/711+1G>T
(HET)

G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
F508del/R560T (HET)

F508del/Y1092X (C>A)
(HET)

N1303K (HET)
G542X (HOM)
G542X (HET)
G551D/R553X (HET)
3849+10kbC>T (HOM)
wT
F508del (HET)
1717-1G>A (HET)
R1162X (HET)
R347P/G551D (HET)
R334W (HET)
wWT
G85E (HET)

I336K (HET)

Variantes

Identificagées
totais por
centro

810

810
810
810

810

810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

810

Identificagdes positivas Identificacdes negativas

Centro Centro Centro Centro Centro Centro

1

12

12

12

12

12

concordantes
(variantes)

2
12

3
12

concordantes (tipo

1

798

798

798

798

798

804

804

804

798

804

810

804

804

804

798

804

810

804

804

selvagem)

2
798
798
798
798

798

804
804
804
798
804
810
804
804
804
798
804
810
804

804

3

798

798

798

798

798

804

804

804

798

804

810

804

804

804

798

804

810

804

804

N.°de
identificagcdes
incorretas

N.° dendo-
identificagcdes

Concordéancia Concordancia Concordancia

positiva (%)

100

100
100
100

100

100
100
100
100
100
N/D
100
100
100
100
100
N/D
100

100

negativa (%)

100

100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

total (%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Painel

[

amostra

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

Gendtipo da amostra Variantes

WT
F508del/3849+10kbC>T
(HET)

621+1G>T/3120+1G>A
(HET)

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET) (TG)10
(T)9/
(TG)12(T)5

G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
N1303K (HET)
G551D/R553X (HET)
2789+5G>A (HOM)

CFTRdele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT
F508del/2143delT (HET)
3876delA (HET)
3905insT (HET)

394delTT (HET)

Identificagées
totais por
centro

810

810

810

810

816

810
810
810
810
810

810

810

810
810
810
810

810

Identificagdes positivas Identificacdes negativas

Centro Centro Centro Centro Centro Centro

1
0

12

12

12

18

12

12

12

12

12

12

concordantes
(variantes)

2
0

3
0

12

concordantes (tipo

1
810

798

798

798

798

798

798

804

798

804

798

798

810

798

804

804

804

selvagem)
2
810

798

798

798

798

798
798
804
798
804

798

798

810
798
804
804

804

3
810

798

798

798

798

798

798

804

798

804

798

798

810

798

804

804

804

N.°de
identificagcdes
incorretas

N.° dendo-
identificagcdes

Concordéancia Concordancia Concordancia

positiva (%)

N/D

100

100

100

100

100
100
100
100
100

100

100

N/D
100
100
100

100

negativa (%)

100

100

100

100

100

100
100
100
100
100

100

100

100
100
100
100

100

total (%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Painel

N.°da
amostra

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

67

68
69
70
71

724

73

Gendtipo da amostra

F508del (HET)
WT
WT
F508del (HET)
WT
L206W (HET)
WT
G330X (HET)
WT
R347H (HET)
1078delT (HET)
G178R/F508del (HET)

S549R (c.1647T>G)
(HET)

S549N (HET)
W846X (HET)
WT
E92X/F508del (HET)

621+1G>T/1154insTC
(HET)

G542X (HET)

Variantes

Identificagées
totais por
centro
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

810

810
810
810
810

810

810

Identificagdes positivas Identificacdes negativas

Centro Centro Centro Centro Centro Centro

1
6

0

12

12

concordantes
(variantes)

2
6

3
6

0

concordantes (tipo

1
804

810

810

804

810

804

810

804

810

804

804

798

804

804

804

810

798

798

804

selvagem)
2
804
810
810
804
810
804
810
804
810
804
804
798

804

804
804
810
798

798

804

3
804

810

810

804

810

804

810

804

810

804

804

798

804

804

804

810

798

797

804

N.°de
identificagcdes
incorretas

N.° dendo-
identificagcdes

Concordéancia Concordancia Concordancia

positiva (%)

100
N/D
N/D
100
N/D
100
N/D
100
N/D
100
100
100

100

100
100
N/D
100

100

100

negativa (%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100

99,96

100

total (%)

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100

99,96

100
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o

o

O

c o

% Painel

5 amostra

3

o

=}

‘o

) B 74

o

o

8 B 752

[}

N

» B 76

<

1= B 77

S

o B 78
B 79
B 80
B 81
B 82
B 83
B 84
B 85
B 86*
B 87
B 88
B 89
B 90
B 91
B 92

Ly

Gendtipo da amostra Variantes

F508del (HET)

F508del (HET)

F508del (HET)

621+1G>T/A455E (HET)
1812-1G>A (HET)
WT

F508del/R553X (HET)
F508del/G551D (HET)

R347P/F508del (HET)

R117H/F508del (HET)  (TG)10
me/
(TG)12(T)5
1507del (HET)

2789+5G>A (HOM)

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT
F508del/2143delT (HET)
3905insT (HET)
394delTT (HET)
F508del (HET)

Total

Identificagées
totais por
centro
810
810
810
810
810
810
810
810
810

816

810
810

810

810

810
810
810
810
810

74556

Identificagdes positivas Identificacdes negativas

Centro Centro Centro Centro Centro Centro

1
6

6

12

12

12

12

18

12

12

12

concordantes
(variantes)

2
6

2209

3
6

concordantes (tipo

1
804

804

804

798

804

810

798

798

798

798

804

804

798

798

810

798

804

804

804

selvagem)
2
804
670
804
798
804
810
798
798
798

798

804
804

797

798

810
798
804
804
804

221182

3
804

804

804

798

804

810

798

798

798

798

804

804

798

798

810

798

804

804

804

N.°de
identificagcdes
incorretas

N.° dendo-
identificagcdes

14

273

Concordéancia Concordancia Concordancia

positiva (%)

100
94,44
100
100
100
N/D
100
100
100

100

100
100

100

100

N/D
100
100
100
100

99,77

negativa (%)

100
94,44
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100

99,96

100

100
100
100
100
100

99,88

total (%)

100
94,44
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100

99,96

100

100
100
100
100
100

99,88
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' A localizag&o do tipo selvagem correspondente a variante N1303K para uma réplica resultou numa nao-identificagao devido a insuficiéncia da
cobertura.
2 Uma réplica das amostras 5 e 75 teve uma taxa de identificacdo de 0%. Uma investigacdo mais aprofundada indica que as amostras podem n&o ter

sido adicionadas a placa de amostras antes da preparagao de bibliotecas, uma vez que os volumes de amostras restantes nos tubos eram consistentes

com a ndo remogao de qualquer volume.

3 A evidéncia indica que as amostras 9 e 10 foram provavelmente trocadas pelo operador antes da preparacado de bibliotecas.

4 Alocalizagao do tipo selvagem correspondente & variante M1V para uma réplica de cada uma de duas amostras resultou numa ndo-identificacdo
devido a insuficiéncia da cobertura.

Carateristicas do desempenho somatico

Os estudos aqui descritos utilizaram o médulo Somatic Variant para analisar a sequenciagao de dados, exceto os que utilizaram um
painel de dois genes quando foi utilizado um mdédulo especifico do ensaio.

Precisao

Foram conduzidos trés estudos para avaliar a precisdo do instrumento MiSeqDx com ADN extraido de amostras FFPE.

Estudo 1

O estudo utilizou um ensaio representativo concebido para analisar uma variedade de genes abrangendo 12.588 bases ao longo de
23 cromossomas diferentes utilizando 150 fragmentos amplificados. O cromossoma Y ndo contém regides de confianga e ndo foi
avaliado. As cinco amostras Unicas utilizadas neste estudo veem de uma sé familia — dois pais e trés filhos - frequentemente
sequenciada por varios laboratérios e metodologias de sequenciagao. Existem trés amostras femininas e duas masculinas. Todas as
amostras foram fixadas em formalina e incorporadas em parafina antes da extragdo do ADN para o estudo. A amostra GM12877 foi
diluida, ao nivel do ADN, com a amostra GM12878 para criar GM12877-D para conseguir um conjunto de variantes com frequéncias
proximas dos 5% e 10%. Cada uma das amostras foi testada em duplicado, exceto a amostra GM12877-D, que foi testada com cinco
réplicas. A precisado foi determinada para SNV, inser¢des e eliminagdes comparando os dados do estudo com uma base de dados de
referéncia bem caraterizada. A sequéncia da base de dados de referéncia (Platinum Genomes versao 2016-01) foi derivada da
combinacgdo de varias metodologias de sequencia¢do, dados disponiveis publicamente e informagdes hereditarias. Foram definidas
regides gendmicas de confianga com base neste método de referéncia, exceto quando especificado em contrario. As amostras foram
submetidas a ensaio oito vezes no total. As tabelas apresentadas para demonstrar a precisdo tém por base os dados do primeiro
ensaio.
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A Tabela 10 contém os dados do estudo apresentados com uma percentagem de concordancia positiva e negativa por amostra, em

gue os resultados da variante sdo comparados ao método de referéncia composto e bem caraterizado para calculos de PPA. Os trés

tipos de variantes (SNV, insercdes e eliminagdes) sdo combinados. Uma vez que o método de referéncia sé fornece resultados para as
variantes de nucleétido Unico e inser¢des/eliminagdes, os resultados de base ndo-variante sdo comparados ao conjunto hg19 de
sequenciagao de referéncia do genoma humano para calculos de NPA.

Tabela 10 Concordancia dos resultados da identificacdo de bases do instrumento MiSegDx com dados de referéncia para 6 amostras
bem caraterizadas

100
100
100
100
100
100

Amostra Taxa média de identificagdes N.° total de variantes N.° total de variantes TP N.° total de variantes FN N.° total de identificagdes TN PPA  NPA OPA
GM12877 98,7 152 147 0 23719 100 100
GM12878 98,4 270 260 0 23482 100 100
GM12879 98,7 192 186 0 23744 100 100
GM12885 99,1 244 236 0 23713 100 100
GM12886 98,7 230 226 0 23652 100 100
GM12877-D' 675 650 0 100 100
GM12877-D? 984 155 155 0 57608 100 100

T Variantes com frequéncia superior a 20%.

100

2 Variante com frequéncia inferior a 20%.

Os 150 fragmentos amplificados foram concebidos para abranger uma variedade de conteudo gendmico. O contetddo GC dos
fragmentos amplificados encontrava-se entre 26 e 87%. Os fragmentos amplificados também tinham uma gama de nucledtido Unico
(p. ex. PolyA, PolyT), repeti¢des de dinucledtidos e trinucledtidos. Foram utilizadas 6 amostras unicas no ensaio. Os dados foram
compilados numa base por fragmento amplificado (Tabela 11) para determinar o efeito do contelido gendmico na % de identificagbes
corretas. A % de identificacdes corretas é composta por identificagdes de referéncia e variantes e sera inferior a 100% se ocorrerem
identificagdes incorretas ou ndo-identificagdes. Ndo ocorrem identificagdes quando ndo estdo presentes um ou mais filtros para
identificagdo de variantes (por ex. cobertura insuficiente). Nao ocorreram identificagdes incorretas. O numero de ndo-identificagcdes
variou consideravelmente em todos os fragmentos amplificados. O contelddo GC e vérias interagdes com conteldo GC foram os
preditores mais significativos de ndo-identificagbes. 2040/2580 (79%) de nédo-identificagdes deveram-se ao ndo cumprimento da
especificacado de cobertura. Os fragmentos amplificados com conteldo GC superior a 78% resultaram no maior nimero de ndo-
identificacdes. Um fragmento amplificado representativo com 78% de conteudo GC teve no total 675 ndo-identificagdes.
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Um fragmento amplificado representativo com 87% teve no total 1365 nao-identificagdes. A cobertura pode ser aumentada reduzindo

o numero de amostras carregadas na célula de fluxo, o que pode permitir dete¢gdo em fragmentos amplificados com elevado

conteudo GC.

Tabela 11 Dados de precisdo ao nivel do fragmento amplificado

Amplicon Cromossoma

N o g b~ W
=

10

12
13

-
jury
N N N N N NN

14

15
16
17
18
19

W W W w NN

20

21

w

22

IS

Amplicon
inicial
36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039
247812041

55862774
87003930

177016721
186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667

Amplicon
final
36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108
247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744

Tamanho do
fragmento
analisado

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

75
78

Bases em
regides de
confianga

93
79

91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

74
78

fragmento amplificado

Indel

PolyA (5), PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyG (5)
PolyT (10), indel

PolyA (5), CT(3), TAA
(3), indel

Indel
Indel
N/D
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), indel

PolyT (5), PolyA (6),
indel

N/D
PolyT (5), indel
AT(3), indel
N/D
CT(3), indel

PolyA (5), PolyT (5),
PolyA (9), TG(3)

Indel

PolyA (6)

Conteudo genémico de Contelido

GC

0,22
0,38

0,4
0,49
0,69
0,39
0,27

0,28
0,38
0,65
0,35
0,42
0,31
0,3

0,43
0,42
0,27
0,43
0,49
0,41

0,57
0,26

N.°total de
identificacdes
corretas

1395
1185

1364
1380
1215
1050
1320

1350
1200
1215
m7
1320
1302
1365

1395
1095
1349
1245
1050
1305

1108
1170

N.° total de
identificagdes
incorretas

0
0

o o o o o o o o o oo o

o o/ oo o o

o

N.° total de
nao-
identificagcdes
0

0

o o o o

o

% de
identificagdes
corretas

100
100

99,9
100
100
100
100

100
100
100
99,1
100
99,4
100

100
100
96,7
100
100
97,8

99,8
100
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Amplicon Cromossoma

23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

o o o o a g ala alal oS> S| S

N N I N N NN o o o o

Amplicon
inicial

7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
7407714
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875

Amplicon
final

7780637

15688681
56236586
102839314
164446804

1882158

14769144

41069871

74077196
147475409
149323821
155662287

6318814

24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965

Tamanho do
fragmento
analisado

97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

Bases em
regides de
confianca

97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

Contelido gendmico de Contetdo

fragmento amplificado
PolyG (6), PolyT (5),
PolyA (5)
N/D
PolyA (5), indel
PolyA (5)
PolyA (7), indel
N/D
GT(3), CCA(3)
N/D
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)
Indel
GCT(5), indel

PolyT (5), TCT(3), CTT
(3)

Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
N/D
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel

PolyG (6), PolyC (6),
indel

GC

0,42

0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,67
0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62
0,71

N.° total de
identificagcdes
corretas

1455

1169
930
1035
920
450
1260
960
1245
1005
1365
125
1530
1380
1383
1455

1425
1290
1410
1365
1095
1320
1299
1275
1350
1365

N.° total de
identificagcdes
incorretas

0

O O Oolo o o o o/lo/lo o o o o o

O o olo o o o o o o

N.°total de
nao-
identificagdes

0

O o o/lo o o o o

- N
a N

O o olo o o o o o o

% de
identificagbes
corretas

100

99,9
100
100

98,9

40,0
100
100
100
100
100
100
100
100
98,1

99,0

100
100
100
100
100
100
99,5
100
100
100
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Amplicon Cromossoma

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

© © © © © 0 00| 00 N N

N N U I O e G e S O S e I O e e~ e e~ N
= 3|3 |=3 3 3 o Z|Z|o o o o o|o|lo o

Amplicon
inicial
154404519
156476507
1817312
24811020
76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120
11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

Amplicon
final
154404599
156476599
1817394
24811109
76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

Tamanho do
fragmento
analisado

81
93
83
90
67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85

Bases em
regides de
confianca

66
93
83
89
67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85

Contelido gendmico de Contetdo

fragmento amplificado

N/D
Indel
N/D
PolyG (7), CTC(4), indel
Indel
PolyG (6)
Indel
N/D
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indel
AC(11), indel
N/D
N/D
N/D
Indel
N/D
Indel
N/D
PolyA (5)
N/D
PolyG (6)
Indel

PolyA (5), CA(3), indel

GC

0,31
0,35
0,42
0,61
0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87
0,3
0,2
0,35
0,42
0,49
0,57
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

N.° total de
identificagcdes
corretas

990
1395
1245
1305
1005
1470

973
1440
1242
1455
170

0

1185
1350
1425
1290
1200
1215
1440
1050
1500

930
1530
1095
1275
1365
1275
1275

N.° total de
identificagcdes
incorretas

o

O O O O O O 0O 0ojlo0o O 0O 0O oo o oo o o o oo o o o o o

N.°total de

nao-

identificagdes

O w o N o o

1365

[
o ©

O o o o o o o o/ o o o o

% de
identificagbes
corretas

100
100
100
97,8
100
100
99,8
100
99,8
100
100
0
100
100
100
94,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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h . Tamanho do Bases em . - . N.°total de N.°total de N.° total de % de
Amplicon Cromossoma Arr.u?ll.con Am?llcon fragmento regides de Conteudo genor?w!co de Conteudo identificagcdes identificagcdes nao- identificagbes
inical final analisado confianca fragmento amplificado e corretas incorretas identificagdes corretas
77 M 125769313 125769397 85 85 GA(3) 0,52 1275 0 0 100
78 12 2834770 2834853 84 84 PolyC (5), indel 0,52 1260 0 14 98,9
79 12 26811004 26811096 93 93 PolyA (7), AC(4) 0,33 1395 0 0 100
80 12 30881766 30881846 81 81 N/D 0,49 1215 0 0 100
81 12 88474105 88474175 71 Yl PolyA (6) 0,35 1065 0 0 100
82 12 120966872 120966966 95 95 PolyG (5) 0,68 1425 0 0 100
83 12 24167504 24167576 73 73 N/D 0,52 1095 0 0 100
84 13 25816961 25817049 89 88 PolyA (5), PolyT (7), 0,22 1305 0 15 98,9
PolyA (7), indel

85 13 44880112 44880200 89 89 Indel 0,49 1335 0 0 100
86 13 77665218 77665294 77 77 Indel 0,39 155 0 0 100
87 14 31619327 31619393 67 67 GA(3),TA(3) 0,39 1005 0 0 100
88 14 39517884 39517966 83 83 N/D 0,25 1245 0 0 100
89 14 46958962 46959034 73 72 PolyT (5), indel 0,19 1038 0 42 96,1
90 14 58050030 58050110 81 81 Indel 0,38 1215 0 0 100
91 14 82390559 82390649 91 91 Indel 0,35 1365 0 0 100
92 14 92549544 92549609 66 66 PolyA (5) 0,41 975 0 60 94,2
93 14 102808496 102808589 94 94 Indel 0,62 1410 0 0 100
94 15 43170751 43170848 98 96 PolyC (5) 0,45 1440 0 0 100
95 15 63446149 63446216 68 68 Indel 0,25 1020 0 0 100
96 15 77879807 77879901 95 93 PolyG (5), indel 0,68 1395 0 0 100
97 15 81625334 81625428 95 95 PolyT (6) 0,43 1425 0 0 100
98 15 85438263 85438334 72 71 Indel 0,65 1065 0 0 100
99 15 89817413 89817503 91 91 N/D 0,36 1365 0 0 100
100 15 89864274 89864343 70 70 Indel 0,56 1050 0 0 100
101 16 1894910 1894972 63 63 N/D 0,27 945 0 0 100
102 16 28997904 28997998 95 95 PolyC (5) 0,67 1425 0 0 100
103 16 3682908 53682994 87 87 TA(3) 0,41 1305 0 0 100
104 16 57954406 57954509 104 104 PolyC (5) 0,67 1560 0 0 100
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Amplicon Cromossoma

105
106
107
108
109
10
m
12
113

14
115
116
17z
18
19
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132

Amplicon
inicial
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691
41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821
25278421
50897302

Amplicon
final
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774
41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368

Tamanho do
fragmento
analisado

91
89
87
91
93
91
84
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67

Bases em
regides de
confianca

91
89
87
91
93
89
82
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67

Contelido gendmico de Contetdo

fragmento amplificado

Poly T (5), indel
GC(3)
PolyC (5), indel
Indel
Indel
PolyT (5)
PolyA (13), indel (x2)
PolyA (5)

PolyA (7), AT(3), AT(4),
AT(4), indel

Indel
PolyT (7)
GAG(3)

GA(3)

N/D
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel

CTC(3), indel
CT(3), indel

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

AC(3)

CT(3)

GT(3),TG(4), indel

Indel

Indel

GC

0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29
0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
00,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36

N.° total de
identificagcdes
corretas

1362
1335
1303
1365
1395
1335
1215
1365
1365

175
1289
1260
1005
1365
1035
121
1215
1275
975
1478
1m0
1050
1410
1230
1140
1050
1515
1005

N.° total de
identificagcdes
incorretas

o

O o oo o o o o

O O O/l o0o O O O o o o oo o o o o o o o

N.°total de
nao-
identificagdes

O O o N| o

o Ol olo O o o o/ N o o o

% de
identificagbes
corretas

99,8
100
99,8
100
100
100
94,0
100
98,9

99,2
99,9
100
100
100
100
98,3
100
100
100
99,5
100
100
100
100
100
100
100
99,4
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Amplicon Cromossoma

133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

As variantes que constituiram nado-identificagdes estdo resumidas na Tabela 12. Os filtros que resultaram nas nado-identificagdes estao

20
20
21
21
21
21
21
22
22
22

< <X | <| X X X

Amplicon
inicial
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924
46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

enumerados na tabela.

Amplicon
final
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992
46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Tamanho do
fragmento
analisado

91
87
66
98
87
69
90
100
97
97
99
92
69
69
71
65
91
71

Bases em
regides de
confianca

88
87
66
98
87
69
90
100
97
97
99
92
69
69
71

Tabela 12 Resumo de nao-identificacdes de variantes

N.° de fragmentos amplificados

28
52
60
64
m

Cro:Pos
5:1882129
8:24811064
10:11784633
10:55892600
17:39589692

Variante
T>G
AG>A
C>T
TAC>T
C>CA

Contetdo de fragmento amplificado correspondente

Contelido gendmico de Contetdo

fragmento amplificado

Poly G (6)
Indel
Indel
PolyT (6), CA(3)
GT(3), indel
PolyA (6), AG(3), indel
PolyT (5), PolyA (6)
Indel
N/D
Indel
N/D
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
N/D
N/D
N/D
PolyA (5)

78% GC
PolyG (7), CTC(4), 61% GC
PolyGC (3), 87% GC
AC(11), 42% GC
PolyA (13), 29% GC

GC

0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32
0,5
0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

N.° total de
identificagcdes
corretas

1320
1305
990
1470
1305
1029
1350
1500
1455
1455
1485
1380
1035
1035
1065
0
0
0

Filtro
LowDP'
R3x62
LowDP
R3x6
R3x6

N.° total de

identificagcdes

incorretas

o

O/ 0O 0O O 0O O Oojlo o o o o o o oo o

Variantes ignoradas

0
0
0
0
0
7
0

1

O o o o o o ol o o o

N.°total de
nao-
identificagdes

Variantes esperadas

13
15
13
9
13

% de
identificagbes
corretas

100
100
100
100
100
99,3
100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
N/D
N/D
N/D
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" LowDP: pouca cobertura. Uma variante é filtrada se a profundidade de pelo menos um dos pools nesta posicdo em particular estiver abaixo de 900.
2 R3x6: repetir filtro. Uma variante é filtrada se a variante estiver presente total ou parcialmente de forma repetida no genoma de referéncia adjacente a
posicdo da variante. Sdo necessdrias pelo menos seis repetigdes na referéncia e apenas as repeticdes com 3 bp sdo consideradas.

Os resultados de sequenciagdo da amostra NA12878 foram comparados a um gendtipo com um nivel de confianga muito elevado para
NA12878 e estabelecido pelo NIST (National Institute of Standards and Technology — Instituto Nacional de Normas e Tecnologia)
(v.2.19). Dos 150 fragmentos amplificados, 92 fragmentos amplificados foram totalmente incluidos em regides gendmicas com um nivel
de confianga muito elevado, 41 fragmentos amplificados tinham sobreposi¢do parcial e 17 fragmentos amplificados ndo tinham
sobreposi¢do na sequéncia do NIST. Isto resultou em 10.000 coordenadas por réplica para comparagado. Foram comparadas
identificagdes de base nado-variantes com o genoma humano de referéncia do conjunto hg19. Os resultados de precisdo sdo
apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 Concordancia dos resultados da identificacdo de bases do instrumento MiSegDx com a referéncia NIST para a amostra
GM12878

N.° de fragmentos Taxamédiade  N.°total deidentificagbes de N.°total deidentificagdes de N.° total de N.°total de
Amostra i . T . R . e . e PPA NPA OPA
amplificados identificagcdes variantes TP variantes FN identificacdes TN identificagdes FP
GM12878 150 98,43 206 0 19231 0 100 100 100

As cinco amostras ndo diluidas foram analisadas novamente para identificar pequenas insergdes e eliminagdes (indels) (Tabela 14).
Em alguns casos, o indel era comum entre duas ou mais amostras, conforme refletido na coluna N.° total de réplicas de amostras com
indel. Os resultados de ambas as réplicas das cinco amostras estdo incluidas na Tabela 14. Houve no total 71indels com tamanhos
entre 1-24 bp para inser¢des e 1-25 bp para eliminagdes. Foram detetados 68 indels cada uma com uma concordancia de percentagem
positiva de 1. Trés insergdes e eliminagdes ndo apresentaram identificagdes corretas porque cada uma destas variantes era uma
ndo-identificagdo devido ao filtro R3x6. Assim, nao foi possivel calcular o PPA, que exclui as ndo-identificagdes. As trés variantes foram
eliminagdo 1bp (chr8 24811064 AG>A); eliminagéo 2 bp (chr10 55892600 TAC>T); e insergao 1 bp (chr17 39589692 C>CA).

Tabela 14 Resumo da detegdo de indel com o instrumento MiSegDx

N.°total d
Tamanho do Tipo etamanho do , .o alde ~ N.° total de N.° total de
réplicas de N.°de ndo-

Amplicon Cromossoma  Posi¢do fragmento indel do fragmento Indel . e identificagdes de identificagdes PPA
X . amostras com identificagbes . . .
analisado amplificado indel indelincorretas  deindel corretas
1 1 36450544 93 Eliminagdo 25 bp GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 7 0 0 7 100
2 1 109465165 79 Eliminagéo 3 bp ACTT>A 9 0 0 9 100
3 1 218353908 91 Insercéo 23 bp T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 15 0 0 15 100
4 1 223906701 92 Eliminagdo 17 bp GACAGACTGTGAGGAAGA>G n 0 0 n 100
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Amplicon Cromossoma

© | 00 N O

14
16
17
19
21
25
27
31
34
36
37
39
41
44
46
47
48
50
52
53
55
58
59

© © 0 0 N N N N N o o o o g o M M OO Ww w N DD DN

-
o

Posicado

236372081
247812083
55862804
87003972
200796749
212245090
235016388
4466274
49851375
190106071
56236567
164446785
74077155
155662255
24950035
31084942
32986905
41647442
66276142
110939983
128533514
149503916
156476548
24811064
76518677
105586193
138995370
5987158

Tamanho do
fragmento
analisado
70
88
90
80
87
91
73
93
70
75
66
62
83
75
92
100
95
95
88
85
90
91
93
90
67
65
97
79

Tipo e tamanho do
indel do fragmento
amplificado
Inser¢do 5 bp
Inser¢do 3 bp
Insergdo 7 bp
Eliminag&o 6 bp
Insergdo 5 bp
Inser¢do 12 bp
Insergdo 2 bp
Eliminagéo 23 bp
Inser¢do 9 bp
Eliminagéo 1bp
Eliminagéo 8 bp
Inser¢do 11bp
Eliminagéo 4 bp
Inser¢do 8 bp
Eliminagdo 21bp
Eliminag&o 3 bp
Eliminagdo 25 bp
Eliminagéo 23 bp
Insergdo 1bp
Eliminag&o 4 bp
Insergdo 1bp
Eliminagéo 4 bp
Eliminagéo 11 bp
Eliminagéo 1bp
Insergdo 4 bp
Inser¢do 4 bp
Eliminagdo 21bp
Eliminagéo 3 bp

Indel

C>CTTAAG
C>CATG
T>TTTGGTAA
TTATCTC>T
T>TTAAAA
C>CTGAAAATAGGAT
A>ATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT
AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA
TAGTA>T
G>GCCTACTGA
CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G
CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C
GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G
C>CT
CAAGT>C
T>TC
GGATA>G
GAATCTGCACTT>G
AG>A
T>TACTG
C>CAATT
TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T

N.° total de
réplicas de
amostras com
indel

N.° de ndo-
identificagdes

O O 0O O O O Ol 0O O 0o o o o ololo o o o o o o

-
u

o o o o

N.°total de
identificagdes de
indel incorretas

O O 0O/l o0o O 0O O oo 0o 0O oo oo o olo o o o olo o o o o o

N.°total de
identificagdes
deindel corretas

13
n
15
n

13

13

13
n
15

n
13
13

15

13

13

n

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
N/D
100
100
100
100
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Tamanho do  Tipo etamanho do ':‘é;ltizzljee N.® e ndo- N.°total de N.°total de
Amplicon Cromossoma  Posicdo fragmento indel do Tr.ag mento Indel S T ide.ntificaqées i(Ijentif?cagées de idfantifica(;c”)es PPA
analisado amplificado indel indelincorretas  deindel corretas
63 10 45084202 95 Eliminagao 16 bp AGCGTCTATAACCAAAT>A 1 0 0 il 100
64 10 55892600 89 Eliminagdo 2 bp TAC>T 9 9 0 0 100
68 1" 30177690 70 Insergdo 2 bp C>CTG 7 0 0 7 100
70 M 59837721 62 Insergéo 8 bp T>TTATGAAAA M 0 0 M 100
75 " 118406328 85 Eliminagao 8 bp CAGTGTGGA>C 9 0 0 9 100
76 M 120357842 85 Eliminagéo 2 bp CTT>C M 0 0 M 100
78 12 2834814 84 Insergdo 21 bp T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG 15 0 0 15 100
84 13 25817002 89 Inserg&o 19 bp C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT 15 0 0 15 100
85 13 44880152 89 Insergdo 4 bp C>CCTGT 1 0 0 il 100
86 13 77665265 77 Eliminagdo 20 bp ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A 9 0 0 9 100
89 14 46958967 73 Eliminagdo 22 bp TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T 15 0 0 15 100
90 14 58050081 81 Insergéo 4 bp C>CTGAT 13 0 0 13 100
91 14 82390602 91 Eliminagao 16 bp CTTGCTCTATAAACCGT>C 1 0 0 il 100
93 14 102808554 94 Eliminagdo 5 bp CGTGGA>C 9 0 0 9 100
95 15 63446199 68 Eliminagao 6 bp CAAAATT>C 1 0 0 il 100
96 15 77879862 95 Eliminagdo 25 bp  GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G 9 0 0 9 100
98 15 8543831 72 Insergdo 3 bp C>CTTG 9 0 0 9 100
100 15 89864316 70 Insergéo 4 bp G>GCTAC 9 0 0 9 100
105 16 85706416 91 Eliminagdo 7 bp ATTATTTC>A 1 0 0 il 100
107 17 3594276 87 Eliminagéo 1bp TG>T 13 0 0 13 100
108 17 3970133 91 Insergdo 18 bp A>ATCCTATTCTACTCTGAAT 1 0 0 il 100
109 17 16084985 93 Insergéo 4 bp A>AACAC 7 0 0 7 100
m 17 39589692 84 Insergdo 1bp C>CA 13 13 0 0 100
12 17 39589739 84 Insergéo 24 bp T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA 15 0 0 15 100
13 17 45438886 92 Eliminagao 4 bp CAGTG>C 7 0 0 7 100
14 17 61502459 79 Eliminagdo 12 bp TTTGTATCTGCTG>T 13 0 0 13 100
120 18 38837054 75 Insergéo 22 bp T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA 15 0 0 15 100
121 18 47405425 81 Insergéo 3 bp T>TGAG M 0 0 M 100
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Amplicon Cromossoma

122 18
130 20
131 20
132 20
134 20
135 21
137 21
138 21
140 22
142 22
144 22
Estudo 2

Posicado

54815706
21766863
25278464
50897361
62690925
30300873
36710749
46644985
25750814
37409885
47081407

Tamanho do
fragmento
analisado
85
70
101
67

66
87

100
97
92

Tipo e tamanho do
indel do fragmento
amplificado
Eliminagéo 2 bp
Eliminagao 15 bp
Inser¢do 5 bp
Inser¢do 11 bp
Eliminagao 16 bp
Inser¢do 11bp
Eliminagdo 21bp
Eliminag&o 5 bp
Insergdo 6 bp
Inser¢do 5 bp
Eliminagao 10 bp

Indel

ACT>A
TACTTGAGAACTGAGG>T
A>AGTGGG
G>GGAATGTCAGCC
TCCTGGCTGGCCTGTGG>T
G>GATAAAACTTTA
ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A
GTTGTT>G
C>CAGGGCA
C>CTGTTT
GGGCACAGGCA>G

N.° total de
réplicas de
amostras com
indel

N.° de ndo-
identificagdes

O O o o o o o/ o o o o

N.°total de
identificagdes de
indel incorretas

O/ 0o o o o o o/ o o o o

N.° total de
identificagdes
deindel corretas
13
9
13
15
9
9
9
13
13
13
7

Este estudo utilizou amostras de tecido de cancro colorretal FFPE de reserva e um ensaio representativo de dois genes que foi
comparado com a sequenciagdo Sanger bidirecional do método de referéncia (Sanger). Do total de 1183 individuos, 441 individuos
tinham resultados do ensaio representativo e Sanger validos. Quando avaliados ao nivel do individuo (Tabela 15), 230 dos 441

individuos apresentaram resultados positivos na sequenciagdo Sanger (mutagdo detetada por Sanger). Destes, 227 apresentaram

resultados positivos no ensaio representativo. Os restantes 211 dos 441 individuos apresentaram resultados negativos na
sequenciagao Sanger (sem mutagdes detetadas por Sanger). Destes, 206 apresentaram resultados negativos no ensaio
representativo. O resultado foi uma PPA (percentagem de concordancia positiva) de 98,7% e uma NPA (percentagem de concordancia
negativa) de 97,6% (Tabela 15).

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Tabela 15 Percentagem de concordancia positiva e negativa dos resultados ao nivel do individuo

Ensaio representativo e Total
Positivos Negativos
Positivos 227" 5 232
Negativos 32 206 209
Total 230 211 441
Resumo do desempenho

Estatistica de concordancia Estimativa pontual IC exata de 95%

PPA 227/230=98,7% [96,2%,99,7 %]

NPA 206/211 = 97,6% [94,6%,99,2%]

'Ocorreram 224 correspondéncias exatas para resultados ao nivel de todas as mutagdes no mesmo individuo. Em dois individuos, MiSeqDx detetou a
mutagao detetada por Sanger e uma mutagao adicional. Num individuo, MiSeqDx e Sanger detetaram mutagdées diferentes.
2Num individuo, Sanger detetou duas mutagdes. Em dois individuos, Sanger detetou uma mutacao.

Estudo 3

Este estudo avaliou bibliotecas de ADN preparadas com amostras FFPE em varios tipos de tecido. Um total de 109 amostras FFPE de
oito tecidos diferentes (coélon, ovario, pancreas, adrenal, bexiga, figado, tiroide e mama) com pelo menos 11 amostras FFPE a
representar cada tipo de tecido. O tecido adrenal incluia metastases de tumores do eséfago, pulméao e célon. Os outros tecidos tinham
tumores principais. Este estudo utilizou um ensaio representativo concebido para analisar 26 genes abrangendo 21577 bases ao longo
de 17 cromossomas diferentes. No total, seis genes diferentes (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR e BRAF) foram submetidos a
sequenciagao Sanger; em cada tumor, 1-3 genes foram submetidos a sequenciagdo Sanger com base na prevaléncia esperada de
mutag¢des somaticas para esse tumor. Os resultados da sequenciagdo Sanger identificaram 39 mutagdes somaticas SNV em 33 de
109 amostras FFPE. O MiSeqDx identificou 36 mutagdes somaticas SNV em 32 de 109 amostras FFPE, com um falso negativo e duas
nao-identificagbes de posigao da variante. A PPA foi de 97,3%. O MiSeqDx identificou 78.975 bases de referéncia nas 109 amostras
FFPE com 29 falsos positivos relativamente a sequenciagdo Sanger e 2437 nao-identificagdes. A NPA foi de 99,9%. Entre os dois
métodos houve concordancia na eliminagdo de duas bases. A Tabela 16 resume os resultados por tipo de tecido.
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Tabela 16 Percentagem de concordéancia positiva e negativa por tipo de tecido

Tipo de N.°de N.°total de N.°total de variantes  N.° total de variantes  N.° total deidentificagbes N.° total de identificacbes N.° total de n&o- PPA  NPA
tecido amostras variantes TP FN TN FP identificagdes

Adrenal 16 6 4 1 1823 2 607 80 >99,9
Bexiga 12 4 4 0 7070 3 273 100 >99,9
Mama 16 3 3 0 13439 7 479 100 99,9
Célon " 6 5 0 8720 2 133 100 >99,9
Figado 13 3 3 0 7984 1 59 100 >99,9
Ovario 13 7 7 0 10581 1 724 100 >99,99

Pancreas 17 7 7 0 11929 12 489 100 99,9
Tiroide " 3 3 0 7429 1 652 100 >99,9
Total 109 39 36 1 78974 29 3416 97,3 >99,9

Reprodutibilidade

Foram conduzidos dois estudos para avaliar a reprodutibilidade do instrumento MiSeqDx com ADN extraido de amostras FFPE.
O estudo 1 utilizou varios instrumentos. O estudo 2 incluiu varios centros.

Estudo 1

A reprodutibilidade do instrumento MiSegDx foi determinada com dois instrumentos e dois operadores com formagao, num total de
oito ensaios. O ensaio representativo, o contexto gendmico do fragmento amplificado, as amostras e o método de referéncia sdo os
mesmos descritos para o estudo de precisdo 1acima. Os resultados sdo apresentados com base no fragmento amplificado para cada
instrumento (Tabela 17) para demonstra a reprodutibilidade da identificacdo em todos os instrumentos. A % de identificacdes corretas
incluiu as identificagBes incorretas e nao-identificagdes (em que nido existe correspondéncia de um ou mais filtros para a identificagao
de variantes). Os instrumentos geraram numeros semelhantes de nao-identificagdes dependendo do fragmento amplificado em
particular. Foi observada uma Unica identificagdo incorreta numa regiao de confianga conforme definida pelo padrao de referéncia
Platinum Genomes para o MiSeqDx 1. A identificagdo incorreta foi uma identificagédo positiva falsa de uma variante de insergao no
fragmento amplificado 64 examinando o cromossoma 10 nas posigdes 55892599 a 55892687. O fragmento amplificado tinha um
tamanho de repetigdo de dinucledtidos de 11.
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Tabela 17 Resultados de reprodutibilidade instrumento a instrumento do estudo para o instrumento MiSeqDx (ao nivel do fragmento
amplificado)
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Tamanho do Basesem  Contelido gendmico Conteddo MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Amplicon Cromossoma  fragmento regides de de fragmento 6o
analisado confianga amplificado Totalde Totalde N.° total de Totalde Totalde N.° total de
identificacbes identificagbes ngo- identificacbes identificagbes ngo-
corretas incorretas identificagdes corretas incorretas identificagdes
1 1 93 93 Indel 0,22 5580 0 0 5580 0 0
2 1 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 4740 0 0 4740 0 0
indel
3 1 91 91 Indel 0,4 5448 0 12 5453 0 8
4 1 92 92 Indel 0,49 5518 0 2 5518 0 2
5 1 81 81 PolyG (5) 0,69 4858 0 2 4860 0 0
6 1 70 70 PolyT (10), indel 0,39 4200 0 0 4200 0 0
7 1 88 88 PolyA (5), CT(3), TAA 0,27 5279 0 1 5279 0 1
(3), indel
8 2 90 90 Indel 0,28 5400 0 0 5400 0 0
9 2 80 80 Indel 0,38 4800 0 0 4800 0 0
10 2 85 81 N/D 0,65 4859 0 1 4859 0 1
" 2 75 75 PolyA (8) 0,35 4468 0 40 4468 0 40
12 2 88 88 PolyT (5) 0,42 5280 0 0 5280 0 0
13 2 87 87 PolyT (5), indel 0,31 521 0 43 5214 0 40
14 2 91 91 PolyT (5), PolyA (6), 0,3 5453 0 7 5449 0 1
indel
15 2 93 93 N/D 0,43 5579 0 1 5579 0 1
16 2 73 73 PolyT (5), indel 0,42 4378 0 2 4379 0 1
17 3 93 93 AT(3), indel 0,27 5396 0 184 5396 0 184
18 3 83 83 N/D 0,43 4980 0 0 4980 0 0
19 3 70 70 CT(3), indel 0,49 4193 0 7 4194 0 6
20 3 88 88 PolyA (5), PolyT (5), 0,41 5220 0 120 5220 0 120

PolyA (9), TG(3)
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Tamanho do Basesem  Contelddo genémico Contetido MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Amplicon Cromossoma  fragmento regides de de fragmento 6o
analisado confianga amplificado Totalde Totalde N.° total de Totalde Total de N.° total de
identificagbes identificacdes n&o- identificagbes identificacdes n&o-
corretas incorretas identificagdes corretas incorretas identificagdes
21 3 75 74 Indel 0,57 4432 0 8 4432 0 8
22 4 78 78 PolyA (6) 0,26 4676 0 4 4676 0 4
23 4 97 97 PolyG (6), PolyT (5), 0,42 5820 0 0 5820 0 0
PolyA (5)
24 4 78 78 N/D 0,29 4679 0 1 4677 0 3
25 4 66 62 PolyA (5), indel 0,36 3720 0 0 3720 0 0
26 4 71 69 PolyA (5) 0,46 4140 0 0 4140 0 0
27 4 62 62 PolyA (7), indel 0,27 3676 0 45 3671 0 51
28 5 78 75 N/D 0,78 3368 0 132 3485 0 1015
29 5 84 84 GT(3), CCA(3) 0,62 5040 0 0 5040 0 0
30 5 64 64 N/D 0,39 3840 0 0 3840 0 0
31 5 83 83 PolyA (6), indel 0,3 4979 0 1 4980 0 0
32 5 67 67 PolyT (5) 0,37 4020 0 0 4020 0 0
33 5 91 91 CT(4), AG(3) 0,55 5460 0 0 5460 0 0
34 5 75 75 Indel 0,43 4498 0 6 4500 0 1
35 6 102 102 PolyG (6) 0,68 6120 0 0 6120 0 0
36 6 92 92 Indel 0,63 5520 0 0 5520 0 0
37 6 100 94 GCT(5), indel 0,61 5532 0 108 5532 0 108
38 6 98 98 Poly T (5), TCT(3), 0,55 5820 0 60 5820 0 60
CTT(3)
39 6 95 95 Indel 0,53 5697 0 3 5698 0 2
40 6 86 86 PolyC (6) 0,7 5159 0 1 5160 0 0
vy 6 95 94 PolyG (5), indel 0,61 5638 0 2 5638 0 2
42 6 91 91 PolyA (5) 0,44 5460 0 0 5460 0 0
43 7 73 73 N/D 0,44 4380 0 0 4380 0 0
44 7 88 88 Indel 0,35 5279 0 1 5276 0 4
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Amplicon

45
46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

Cromossoma

0 | 00 NN

© | © © ©| © | o

Tamanho do
fragmento
analisado

87
85
90
91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70

Bases em
regides de
confianga

87
85
90
91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70

Contelido gendmico
de fragmento
amplificado

PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel

PolyG (6), PolyC (6),
indel

N/D
Indel
N/D

PolyG (7), CTC(4),
indel

Indel
PolyG (6)
Indel
N/D
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indel
AC(11), indel
N/D
N/D
N/D

Indel

Contetdo
GC

0,26
0,38
0,62
0,71

0,31
0,35
0,42
0,61

0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87

0,3

0,2
0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46

Totalde
identificagcdes
corretas

5184
5100
5398
5460

3960
5580
4980
5219

4020
5879
3894
5760
4973
5817
4679
450
4740
5400
5699
5157
4800
4860
5760
4199

MiSeqDx 1

Totalde
identificagcdes
incorretas

0

o o o

o o o o

O O O O/ o 0o o o o o o o o o oo

N.°total de
nao-
identificagdes
36
0

2

w N o o

5010

276

N Ol O O

Total de
identificagcdes
corretas

5181
5100
5399
5459

3960
5579
4980
5220

4020
5880
3895
5760
4978
5818
4680
632
4740
5400
5699
5153
4800
4860
5760
4200

MiSeqDx 2

Totalde
identificagbes
incorretas

0

0
0
0

o o o o

O O O/l oOoO N O O O o olo o o o o o

N.°total de
nao-
identificagdes
39
0

1

120

O N N Ol U1 O O

4828

273

o o o
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Amplicon

69
70
71
72
73
74
75
76

77
78
79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92

Cromossoma

Tamanho do
fragmento
analisado

100
62
102
73
85
91
85
85

85
84
93
81
71
95
73
89

89
77
67
83
73
81
91
66

Bases em
regides de
confianga

100
62
102
73
85
91
85
85

85
84
93
81
71
95
73
88

89
77
67
83
72
81
91
66

Contelido gendmico
de fragmento
amplificado

N/D
Indel
N/D
PolyA (5)
N/D
PolyG (6)
Indel

Poly A (5), CA(3),
indel

GA(3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)

N/D
PolyA (6)
PolyG (5)

N/D

PolyA (5), PolyT (7),
PolyA (7), indel

Indel
Indel
GA(3),TA(3)
N/D
PolyT (5), indel
Indel
Indel

PolyA (5)

Contetdo

GC

0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

0,52
0,52
0,33
0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41

Totalde
identificagcdes
corretas

5999
3720
6120
4380
5100
5437
5100
5100

5100
5040
5577
4860
4260
5605
4380
5220

5340
4620
4020
4980
4173
4860
5459
3900

MiSeqDx 1

Totalde
identificagcdes
incorretas

0

O o o o o o o o o o o o o o o

O o o o/ o o o o

N.°total de
nao-
identificagdes

1

o o o o

o o o o

147

240

Total de
identificagcdes
corretas

5998
3720
6118
4380
5100
5441
5100
5100

5100
5038
5573
4860
4260
5605
4379
5220

5340
4620
4020
4980
4173
4860
5460
3900

MiSeqDx 2

Totalde
identificagbes
incorretas

0

O o ojlo o o o o O o o o o o o

O o olo o o o o

N.°total de
nao-
identificagdes

2

o o N O

o o o o

147

240
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Amplicon

93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
10
m
112
113

14
115
116

Cromossoma

17
17
17

Tamanho do
fragmento
analisado

94
98
68
95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84
91
92

79
86
84

Bases em
regides de
confianga

94
96
68
93
95
71
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82
91
92

79
86
84

Contelido gendmico
de fragmento
amplificado

Indel
PolyC (5)
Indel
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indel
N/D
Indel
N/D
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
PolyT (5), indel
GC(3)
PolyC (5), indel
Indel
Indel
PolyT (5)
Poly A (13), indel (x2)
PolyA (5)

PolyA (7), AT(3), AT
(4), AT(4), indel

Indel
PolyT (7)
GAG(3)

Contetdo
GC

0,62
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29
0,34
0,26

0,41
0,22
0,62

Totalde
identificagcdes
corretas

5637
5760
4079
5475
5699
4260
5460
4200
3780
5700
5220
6238
5443
5251
5212
5459
5580
5340
4860
5459
5460

4699
5153
5039

MiSeqDx 1

Totalde
identificagcdes
incorretas

o

O O O Oo/lo/lo O O 0o 0o o o o o o o o oo o

N.°total de
nao-
identificagdes
3
0
1

105

w o/ o o o o o

89

308

60

Iyl

Total de
identificagcdes
corretas

5637
5760
4078
5487
5700
4260
5460
4200
780
5700
5220
6238
5444
5339
5212
5459
5580
5340
4860
5459
5460

4700
5156
5039

MiSeqDx 2

Totalde
identificagbes
incorretas

O O Oojlo O O O o o o oo o o o o o/lo o o o

o

N.°total de
nao-
identificagdes
3

0

w o|lo|lolo oo o 8

®| -~ 5

07

60

40

A SOIN WOod sojuswniisul eied xbaSIN 01USWINIISUI OP OANBWIOLUI 018Y[04



0YOV140dX3 YiVd SYNIdV
OYLIA NI OQILSONOVIA N3 OYOVZITILN Ydvd

7

d0d LOA 81290000¢ o'U Ojuswnaogd

L9

Amplicon

17
18
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139
140

Cromossoma

21
22

Tamanho do
fragmento
analisado

67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69

90
100

Bases em
regides de
confianga

67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69

90
100

Contelido gendmico
de fragmento
amplificado

GA(3)
N/D
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
N/D
N/D
N/D
N/D
N/D
AC(3)
CT(3)
GT(3),TG(4), indel
Indel
Indel
PolyG (6)
Indel
Indel
PolyT (6), CA(3)
GT(3), indel

PolyA (6), AG(3),
indel

PolyT (5), PolyA (6)

Indel

Contetdo
GC

0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32

0,5
0,63

Totalde
identificagcdes
corretas

4020
5460
4132
4475
4860
5098
3900
5926
4440
4199
5640
4920
4559
4200
6060
4020
5277
5218
3959
5880
5220
4119

5399
5998

MiSeqDx 1

Totalde
identificagcdes
incorretas

o

O O O 0O/l o0o O O O 0O o o o o oo o o o o o o

N.°total de
nao-
identificagdes
0
0
8

85

Total de
identificagcdes
corretas

4020
5460
4131
4480
4860
5098
3900
5924
4438
4200
5638
4920
4558
4200
6060
4020
5274
5218
3957
5880
5220
4113

5399
5997

MiSeqDx 2

Totalde
identificagbes
incorretas

O O O 0O O O oo 0o O 0o o o o oo o o o o o o

o

N.°total de
nao-
identificagdes
0
0
9

79
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Tamanho do Basesem  Contelddo genémico Contetido MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Amplicon Cromossoma  fragmento regides de de fragmento 6o
analisado confianca amplificado Total de Total de N.° total de Total de Total de
identificagdes identificacdes ndo- identificagdes identificacdes ndo-

corretas incorretas identificagdes corretas incorretas
1M 22 97 97 N/D 0,68 5819 0 1 5819 0 1
142 22 97 97 Indel 0,46 5818 0 2 5816 0 4
143 22 99 99 N/D 0,6 5940 0 0 5940 0 0
144 22 92 92 Indel 0,66 5519 0 1 5519 0 1
145 X 69 69 PolyT (5) 0,26 4139 0 1 4140 0 0
146 X 69 69 PolyC (5) 0,62 4136 0 4 4137 0 3
147 X 71 71 N/D 0,52 4260 0 0 4260 0 0
148 Y 65 0 N/D 0,55 0 0 0 0 0 0
149 Y 91 0 N/D 0,48 0 0 0 0 0 0
150 Y vl 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 0 0 0

Os resultados do estudo de reprodutibilidade foram analisados com base no operador utilizando frequéncia de variantes (Tabela 18).

Esta analise demonstrou a consisténcia das frequéncias de variantes em todos os operadores. Sdo apresentadas frequéncias de
variantes médias com um desvio padrdo de +/- 1.

Tabela 18 Resultados operador a operador para o instrumento MiSegDx

N.° total de N.° total de . . A -
Intervalo de N.° de ) ) Frequéncia de variante Frequéncia de variante
. . variantes variantes - . - .
frequéncia de variantes . . média (DP) comunicada média (DP) comunicada
) .. analisadas analisadas
variantes unicas operador 1 operador 2
operador 1 operador 2
Alta frequéncia 1112 1072 1072 0,96 +/- 0,05 0,96 +/- 0,05
(~100%)
Frequéncia 3240 3151 3161 0,49 +/- 0,04 0,49 +/-0,04

média (~50%)

N.° total de

identificagdes
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Intervalo de

frequéncia de

variantes

Baixa
frequéncia
(3-7%)

N.° de
variantes
Unicas

620

N.° total de
variantes
analisadas
operador 1

618

N.° total de
variantes

analisadas
operador 2

612

Frequéncia de variante

média (DP) comunicada

operador 1

0,05 +/- 0,01

Frequéncia de variante
média (DP) comunicada
operador 2

0,05 +/- 0,01

Sao apresentados resultados do estudo de reprodutibilidade para cada amostra, compostos por todos os oito ensaios (Tabela 19).
A detecao é avaliada separadamente para cada tipo de variante — SNV, insergdes e eliminagdes. As posicdes de referéncia sdo
excluidas. Esta analise demonstrou a reprodutibilidade dos resultados das variantes em todas as amostras.

Tabela 19 Concordancia dos resultados da identificagdo de bases do instrumento MiSegDx por amostra

Amostra

GM12877
GM12878
GM12879
GM12885
GM12886

GM12877-
D1

GM12877-
D22

SNV

o

total

592
1456
912
1200
1104
3640

400

N.° total
de TP

574
1432
896
1192
1104
3582

398

Variantes com frequéncia superior a 20%.
2VVariante com frequéncia inferior a 20%.

N.° total
de FN

O o|lo o o o

Insergbes

N.° N.° total
total deTP
336 336
320 304
336 320
400 384
368 352
800 760
520 516

N.° total N.°total

O oo o o o

deFP  deFN

O o|lo o oo

Eliminagbes

N.°
N.°

total de
total

TP
228 272
384 352
288 272
352 320
368 352
960 880
560 556

N.°
total de
FP

O oo o o o

N.° total
de FN

OO o|lo o o o
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Os dados fornecidos pelos 8 ensaios neste estudo de reprodutibilidade suportam a alegagéo de que o instrumento MiSeqDx pode
sequenciar de forma consistente:

* Conteldo GC = 19% (todas as bases identificadas em 120 de 120 fragmentos amplificados sequenciados com 19% de conteudo GC
identificado corretamente com uma taxa de ndo-identificagdo de 3,4%)

* Conteuldo GC = 73% (todas as bases identificadas em 120 de 120 fragmentos amplificados sequenciados com 73% de conteudo GC
identificado corretamente com uma taxa de ndo-identificacdo de 0,1%)

* Tamanhos PolyA = 8 (repeti¢do PolyA de 8 nucleétidos identificada corretamente em 120 de 120 fragmentos amplificados
sequenciados contendo PolyA = 8)

* Tamanhos PolyT =10 (repetigado PolyT de 10 nucleétidos identificada corretamente em 120 de 120 fragmentos amplificados
sequenciados contendo PolyT = 10)

* Tamanhos PolyG = 6 (repeticdo PolyG de 6 nucledtidos identificada corretamente em 720 de 720 fragmentos amplificados
sequenciados contendo PolyG = 6)

* Tamanhos PolyC = 6 (repeti¢do PolyC de 6 nucledtidos identificada corretamente em 359 de 360 fragmentos amplificados
sequenciados contendo PolyC = 6, com 1 ndo-identificagédo)

* Tamanhos de repeti¢ado de dinucledtidos =< 4x (todas as bases identificadas em 600 de 600 fragmentos amplificados sequenciados
com repeticdo de dinucledtidos de 4x foram identificadas corretamente com uma taxa de ndo-identificagdo de 0,4 %)

* Tamanhos de repetigdo de trinucledtidos = 5x (todas as bases identificadas em 120 de 120 fragmentos amplificados sequenciados
com repetigao de trinucledtidos de 5x foram identificadas corretamente com uma taxa de nao-identificagdo de 1,9%)

* 24 oumenosinsergdes de base e 25 ou menos eliminagdes de base
— 24 insergdes de base identificadas corretamente em 120 de 120 amostras

— 25eliminagdes de base identificadas corretamente em 182 amostras e comunicadas como ndo-identificagdes em 2 amostras
de 184 amostras

Estudo 2

Foi efetuado um estudo externo para avaliar a reprodutibilidade do ensaio representativo de dois genes, descrito no estudo de

precisdo 2, em trés centros de teste externos (dois operadores por centro), um lote de reagentes e trés dias de teste ndo consecutivos.

Os testes foram executados com seis painéis bem caraterizados de amostras de ADN gendmico a partir de amostras clinicas de FFPE
ou linhas celulares. Cada painel consistia em 10 membros, num total de 60 membros em todos os painéis.
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Os 60 membros dos painéis consistiam em duplicados de quatro amostras de tipo selvagem Unico (para mutagdes de painel),

12 amostras com mutagao Unica (com uma Unica mutagao) preparadas em niveis altos e baixos de frequéncia de mutagéo e duas
amostras com mutacgdo Unica (com uma Unica mutacao) preparadas apenas a um nivel baixo de frequéncia. Cada amostra de nivel de
frequéncia de mutagdo/amostra Unica (testada em duplicado em cada ensaio) tinha 36 resultados possiveis (2 réplicas x 2 operadores
x 3 dias x 3 centros) se todos os resultados fossem validos.

Aidentificagdo esperada de percentagem (PEC) em todas as variantes positivas e negativas foi avaliada comparando o resultado do
ensaio representativo com o resultado esperado da mutagdo (mutagédo esperada detetada ou ndo detetada) em cada amostra. A PEC
¢ calculada como 100% das vezes o numero de identificagdes esperadas divididas pelo nimero de identifica¢des tentadas. O intervalo
de confianga de 95% bilateral é calculado através do método de pontuacgdo de Wilson.

Em centros combinados, as taxas de aprovagao das amostras foram = 94,7% para o primeiro ensaio da amostra ou em amostras
testadas em ensaios que foram consideradas validas na primeira aprovagédo. A PEC ao nivel da mutagado em todas as amostras com
mutacao foi de 99,6% (905/909) (IC de 95%; 98,9, 99,8). O numero de identificagdes tentadas em todas as 56 mutagdes de painel
(independentemente de uma mutagéo detetada ser ou ndo esperada) para todas as amostras validas foi 58.856 (56 x 1051).

Destas 58 856 observagodes ao nivel da mutagao, houve apenas seis incidentes em que os resultados observados e esperados foram
discordantes. A PEC ao nivel da mutagdo em todas as variantes positivas e negativas de todos os membros do painel de tipo selvagem
e mutantes combinados foi de 99,9% (58.850/58.856).

Sensibilidade analitica (Limite de vazio [LoB] e Limite de detecao [LoD])

Este estudo verificou o limite do ensaio e determinou o Limite de detegéo (LoD) para o MiSeqDx com um painel representativo.
Resumidamente, as bem caraterizadas linhas celulares GM12878 e GM12877 do Platinum Genome foram fixadas em formalina e
incorporadas em parafina, e depois o ADN foi extraido. GM12878 foi diluida com GM12877 a tal ponto que as frequéncias de variante de
setenta variantes (52 SNV, nove insergdes e nove eliminagdes) estiveram perto de 0,05. As duas amostras de ADN foram testadas por
dois operadores, utilizando dois instrumentos e dois lotes de reagentes, para um total de 10 ensaios de sequenciacdo MiSegDx. Isto
resultou em 40 réplicas de cada variante na GM12878 e em 60 réplicas de cada coordenada de tipo selvagem correspondente na
GM12877 para cada lote de reagentes. O LoB e o LoD foram calculados utilizando a abordagem classica indicada em CLSI EP17-A2
utilizando a opgao ndo paramétrica. O LoB e o LoD foram calculados para SNV, insergdes e eliminagdes em separado por pool das
frequéncias de um determinado tipo de variante. O erro de tipo | foi definido como 0,01 e o erro de tipo Il foi definido como 0,05.

No caso do LoB, o pool de frequéncias de variantes foi organizado do mais baixo para o mais alto e foi calculada a posicao 99 da
classificagdo de cada lote de reagentes para cada tipo de variante (Tabela 20). O software MiSeqDx utiliza um limite (o LoB efetivo) de
0,026 frequéncia de variantes para determinar a detegao qualitativa de variantes. Os limites de vazio calculados verificaram que este
limite resulta num erro de tipo | ndo superior a 0,01.
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Tabela 20 Limite de vazio

Tipo de variante  Numero total de frequéncias de variantes Lote de reagentes LoB 1 (%) Lote de reagentes LoB 2 (%)
SNV 3120 0,87 0,75
Insergéo 540 0,79 0,60
Eliminacéo 540 0,96 0,84

No caso do LoD, foi calculada a percentagem da frequéncia de mutagao individual de cada lote de reagentes por cada tipo de variante
abaixo do limite de 0,026 (Tabela 21). Como as percentagens eram inferiores ao erro de tipo Il de 5% (0,05), a mediana das frequéncias
de variantes combinadas foi calculada como o LoD (Tabela 22). O LoD de cada tipo de variante foi considerado como o maior dos dois
valores calculados para os dois lotes de reagentes — 5,45% para SNV, 4,88% para inser¢cdes e 5,44% para eliminacgdes.

Tabela 21 Limite de detecao

Lote de Tipo de Numero total de frequénciasde  N.° de medigdes VF % de medicées VF  Limite de

reagentes variante variantes <2,6% <2,6% detecao (%)

1 SNV 2080 5 0,20 5,45
Insergéo 360 0 0,00 4,86
Eliminacao 360 3 0,80 5,44

2 SNV 2080 26 1,30 5,44
Insergéo 360 0 0,00 4,88
Eliminagdo 360 0 0,00 5,24

Os estudos que se seguem demonstram carateristicas de desempenho do MiSeqDx com outro ensaio representativo que especifica
56 mutagdes em dois genes de cancro clinicamente relevantes (painel de mutagao). O painel de mutacao foi concebido para detetar
especificamente 56 mutagdes em dois genes de cancro clinicamente relevantes (Gene 1e Gene 2). O ensaio determina
simultaneamente a presencga ou a auséncia de cada uma das 56 mutacdes em todas as amostras sequenciadas. O método de
referéncia para estes estudos foi a sequenciagdo Sanger bidirecional.
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Precisao lote a lote

Foi efetuado um estudo de precisao lote a lote para avaliar o desempenho do instrumento MiSeqDx em varios lotes de kits de
reagentes fabricados (que incluem qualificagdo de amostras, preparagéo de bibliotecas e sequenciagao de reagentes) utilizando o
ensaio representativo de dois genes utilizando um painel de cinco amostras FFPE misturadas que cumprem os requisitos de
qualificagdo da amostra. Cada amostra FFPE continha duas mutagdes Unicas: uma com nivel baixo de frequéncia de mutagdo
(aproximadamente 8%) e uma com nivel alto de frequéncia de mutagao (aproximadamente 14%). Doze (12) observacgdes de cada uma
das cinco misturas de amostras foram recolhidas ao longo de trés dias ndo consecutivos com trés lotes de kits de reagentes. O nimero
total de observagdes para o estudo em todos os lotes de reagentes foi de 180 observa¢des em todas as misturas de amostras e 360
observagbdes em todos os niveis de frequéncia de mutagdo. Em todos os lotes e dias, 99,7% (359/360) das observagdes apresentaram
o resultado de mutacgéo esperado. Uma mutagao de baixa frequéncia foi incorretamente identificada como tipo selvagem.

Foi executada uma analise de variagdes de componentes para cada uma das mutagdes/niveis de frequéncia de mutagao para calcular
a variabilidade do sistema. O desvio padrao total foi de 0,011 a 0,029. O componente do lote de reagentes do desvio padrao total foi de
0a0,015.
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Historico de revisao

Documento n.° Data Descricdo da alteragao
Documenton.® Maio de Adigdo do numero de catalogo do folheto informativo do
200006218 vO1 2022 MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro a secgdo Equipamento e

materiais necessarios, mas ndo fornecidos.

Adigao de informacdes de teste do MiSegDx Reagent Kit v3
Micro a secgao Carateristicas de desempenho.

Remocao da nota de atengao especifica dos EUA da secgdo
Avisos e precaugoes.

Documento n.° Novembro Edigao inicial para suportar o MOS v4.0 e o Local Run
200006218 v0O de 2021 Manager v3.0.

Patentes e marcas comerciais

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

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

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

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

© 2022 lllumina, Inc. Todos os direitos reservados.

Todas as marcas comerciais sdo propriedade da lllumina, Inc. ou dos respetivos proprietdrios. Para obter informagdes
especificas sobre marcas comerciais, consulte www.illumina.com/company/legal.html.
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Informacdes de contacto
ol 3

lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, Califérnia 92122 EUA IVD
+1800 809 ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (fora da América do Norte) EC | REP

techsupport@illumina.com
www.illumina.com

lllumina Netherlands B.V.
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven
Paises Baixos

Etiguetas do produto

Para uma referéncia completa dos simbolos que podem ser apresentados nas embalagens e etiquetas
do produto, consulte a chave de simbolos para o seu kit em support.illumina.com.
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