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Este documento e respetivo conteldo sao propriedade da lllumina, Inc. e das suas afiliadas ("lllumina") e destinam-se
unicamente a utilizagéo contratual por parte dos clientes relativamente a utilizagao dos produtos descritos no presente
documento e para nenhum outro fim. Este documento e respetivo conteddo nao podem ser utilizados ou distribuidos
para qualquer outro fim e/ou de outra forma transmitidos, divulgados ou reproduzidos por qualquer via, seja de que
natureza for, sem a autorizagao prévia por escrito da lllumina. 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 instru¢cdes contidas neste documento tém de ser estrita e explicitamente seguidas por pessoal qualificado e com a
devida formacgéo para garantir a utilizacédo adequada e segura dos produtos aqui descritos. Todo o conteudo deste
documento tem de ser integralmente lido e compreendido antes da utilizagao 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 sao propriedade da lllumina, Inc. ou dos respetivos proprietarios. Para informagdes
especificas sobre marcas comerciais, consulte www.illumina.com/company/legal.html.
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Guia do fluxo de trabalho do Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module para o MiSegDx

O Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module realiza a desmultiplexagem de leituras indexadas
primeiro. Se presente, 0 DNA GenerateFASTQ Dx gera ficheiros de saida intermédios em formato de ficheiro
FASTQ e, em seguida, sai do fluxo de trabalho. Nao sao realizados alinhamentos ou analises posteriores.

Os ficheiros FASTQ requerem entrada para andlise com ferramentas de andlise de terceiros.

O Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module pode ser executado no Local Run Manager v3.1.0
(ou posterior) e € compativel com Windows 10. O mdédulo de analise suporta a sequenciagao de analise para
0 ensaio lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.

Sobre este guia

Este guia fornece instrucdes para a definicao de parametros de ensaio para a sequenciacao e a analise no
DNA GenerateFASTQ Dx Analysis Module. A utilizacao do software requer um conhecimento béasico do
sistema operativo Windows atual e da interface de utilizador baseada em browser. Para informacdes sobre
as definicdes de painel e sistema do Local Run Manager, consulte o Guia de referéncia do software Local
Run Manager para o MiSeqDx (documento n.° 200003931).

Definicao de paréametros

1 Inicie sessdo no Local Run Manager.
2 Selecione Create Run (Criar ensaio) e, em seguida, selecione DNA GenerateFASTQ Dx.

3 Introduza um nome Unico para o ensaio que o identifique a partir da sequenciacéo até a analise
(40 carateres ou menos).
O nome do ensaio pode conter carateres alfanuméricos, espagos e os carateres especiais . ~!@#$%-_{}.
Nao pode utilizar o nome de um ensaio anterior.

4 [Opcional] Introduza uma descricao do ensaio para ajudar a identifica-lo (150 carateres ou menos).
O nome do ensaio pode conter carateres alfanuméricos, espacos e 0s seguintes carateres especiais:
L ~@#$%-_{}.

5 Configure as seguintes definicoes de ensaio:
Index Plate (Placa de indice) — Selecione a disposi¢ao da placa de indice usada durante a
preparacao de bibliotecas. Pode selecionar entre o Index Set A, o Index Set B e o Index Set AB.
Consulte o Folheto informativo do Illlumina DNA Prep With Enrichment Dx para obter informacdes
sobre as disposicdes da placa de indice.
O Index Set A e o Index Set B contém 96 amostras e os primers duais Unicos (UDP, Unique Duall
Primers) correspondentes. O Index Set AB contém 192 amostras e os UDP correspondentes.
Read Type (Tipo de leitura) — Selecione a leitura unica ou a leitura emparelhada. O tipo de leitura €,
por predefinicdo, emparelhado.
Read Lengths (Comprimentos de leitura) — Introduza o comprimento de leitura. O comprimento de
leitura é, por predefinicao, 151.

6 Em Module-Specific Settings (Definicoes especificas de mddulo), selecione a opcao Adapter Trimming
(Corte de adaptadores).
O Adapter trimming (Corte de adaptadores) encontra-se ativado por predefinicao.
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7  Selecione o numero de amostras para sequenciar. O nimero de amostras selecionado inclui as
recomendacodes UDP preenchidas automaticamente. Se nao quiser usar as recomendacoes UDP,
selecione Custom (Personalizar).

Se o numero de amostras a sequenciar nao aparecer na lista pendente, selecione o nimero de amostras
mais aproximado. Assegure-se de que o numero selecionado € menor que o nimero de amostras a
sequenciar e acrescente UDP adicionais conforme necessario. Por exemplo, para testar 18 amostras,
selecione a opcao de 16 amostras.

Especificar amostras para o ensaio

Especifigue as amostras para o ensaio utilizando uma das op¢cdes que se seguem.
Introduzir amostras manualmente — Utilize a tabela em branco no ecra Create Run (Criar ensaio).

Importar amostras — Aceda a um ficheiro externo em formato de valores separados por virgulas (*.csv).
Esta disponivel um modelo para transferéncia no ecra Create Run (Criar ensaio).

Introduzir amostras manualmente

1 Introduza um ID de amostra Unico no separador Sample ID (ID da amostra). Utilize carateres
alfanumeéricos e/ou travessoes (40 carateres ou menos).
O ID da amostra, a descricao da amostra correspondente e a posicao UDP sao destacados a azul para
indicar que a amostra foi introduzida.

2 [Opcional] Para selecionar amostras de controlo positivo ou negativo, clique com o botéo direito nos
pogos de amostra.

3 [Opcional] Introduza uma descricao da amostra no separador Sample Description (Descricao da
amostra). A descricao da amostra pode conter carateres alfanuméricos, pontos e 0s carateres especiais
~1@#$%-_{}. Nao sdo permitidos espagos.

Se 0 ID da amostra associado a descrigcdo da amostra for utilizado novamente num ensaio posterior,
a descricao da amostra inicial sera substituida.

4 Modifique as posi¢cdes UDP recomendadas conforme necessario. As posicoes de pogo de amostra
sugeridas encontram-se destacadas a amarelo, roxo, laranja e rosa.
Se utilizar os pocos de amostra sugeridos, o software preenche automaticamente os indices UDP que
cumpram os requisitos de diversidade de indices. Se o0 numero de amostras que selecionou nao for
exatamente o nUmero de amostras que se encontra a testar, certifique-se de que seleciona
adaptadores de indice UDP para os pocos adicionais.

5 [Opcional] Selecione Export Samples (Exportar amostras) para exportar o ficheiro de informacoes da
amostra.

6 Selecione Save Run (Guardar ensaio).

Importar folha de amostras

Pode importar informacdes sobre amostras a partir de um ficheiro de informacdes de amostras que tenha
sido previamente exportado do DNA GenerateFASTQ Dx Module através da funcionalidade Export Samples
(Exportar amostras) ou um ficheiro modelo, que pode ser gerado selecionando Template (Modelo) no ecra
Create Run (Criar ensaio). Consulte Introduzir amostras manualmente na pagina 4 para obter instrugdes
sobre como criar e exportar informacdes de amostras.

O ficheiro do modelo nao inclui as recomendacdes UDP preenchidas automaticamente.
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Para editar o ficheiro do modelo:

1 Selecione Template (Modelo) no ecra Create Run (Criar ensaio) para criar uma nova disposicao de
placas. O ficheiro do modelo contém os cabecalhos de coluna corretos para importacéo. Edite o ficheiro
da seguinte forma.

a Abra a folha de amostra no editor de texto.

b Introduza as informacdes necessarias sobre as amostras.

¢ Guarde o ficheiro no formato de valores separados por virgulas (*.csv). Assegure-se de que os ID das
amostras sao Unicos.

Para importar informacdes da amostra:
2 Selecione Import Samples (Importar amostras) e, em seguida, selecione o ficheiro CSV.

3 [Opcional] Selecione Export (Exportar) para exportar as informagdes da amostra para um ficheiro
externo.

4 Selecione Save Run (Guardar ensaio).

Editar um ensaio

Para instrucdes sobre a edicao de informacdes no seu ensaio antes da sequenciagao, consulte o Local Run
Manager Software Reference Guide for MiSeqDx (Guia de referéncia do software Local Run Manager para o
MiSeqDx) (documento n.° 200003931).

O DNA GenerateFASTQ Dx Analysis Module executa os seguintes passos de analise e, em seguida,
grava os ficheiros de saida de analise na pasta de alinhamento.

Desmultiplexagem de leituras de indice
Gera ficheiros FASTQ

Desmultiplexagem

A desmultiplexagem compara cada sequéncia de leitura de indice com as sequéncias de indice
especificadas para o ensaio. Nao séo considerados quaisquer valores de qualidade neste passo.

As leituras de indice sao identificadas através dos seguintes passos:
As amostras sao numeradas a partir do nimero 1, na ordem pela qual sao listados para o ensaio.
O numero de amostra 0 esta reservado para os clusters que nao foram atribuidos a uma amostra.

Os clusters sao atribuidos a uma amostra quando a sequéncia de indice é exatamente correspondente
ou quando existe apenas uma Unica divergéncia por leitura de indice.

Geracao de ficheiros FASTQ

Apds a desmultiplexagem, o software gera ficheiros de analise intermédia em formato FASTQ, que € um
formato de texto usado para representar sequéncias. Os ficheiros FASTQ contém leituras de cada amostra e
as pontuacoes de qualidade associadas. Quaisquer controlos utilizados para o ensaio e os clusters que nao
tenham passado os filtros serdao excluidos.

Cada ficheiro FASTQ contém as leituras de apenas uma amostra e o nome dessa amostra esta incluido no
nome de ficheiro FASTQ. Os ficheiros FASTQ sao a principal entrada para o alinhamento.
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No painel do Local Run Manager, selecione o nome do ensaio.
No separador Run Overview (Descricao geral do ensaio), reveja as métricas do ensaio de sequenciacao.

Para alterar a localizacao do ficheiro de dados de analise para futuras recolocacoes em fila de espera do
ensaio selecionado, selecione o icone Edit (Editar) e edite 0 caminho da pasta de saida do ensaio.
Nao é possivel editar o nome da pasta de saida do ensaio.

[Opcional] Selecione Copy to Clipboard (Copiar para a area de transferéncia) para copiar o caminho da
pasta de saida do ensaio.

Selecione o separador Sequencing Information (Informacdes de sequenciacao) para rever 0s parametros

do ensaio e as informacgdes sobre 0s consumiveis.

6 Selecione o separador Samples & Results (Amostras e resultados) para ver o relatério de analise.

Se a analise tiver sido recolocada em fila de espera, selecione a analise apropriada na lista pendente

Select Analysis (Selecionar analise).
Na barra de navegacgao a esquerda, selecione um ID de amostra para ver o relatério de outra

amostra.

7 [Opcional] Selecione Copy to Clipboard (Copiar para a area de transferéncia) para copiar o caminho da

pasta de andlise.

Os resultados estao sumarizados no separador Samples and Results (Amostras e resultados).

Amostras

Tabela1 Tabela de amostras
Cabegalho da coluna
Sample ID (ID da amostra)
Plate (Placa)

Index Well (Pogo de indice)
Description (Descricao)
UDP

Control (Controlo)

Indexacao

Tabela2 Tabela de indexagéo
Cabecalho da coluna

Index Number (Numero de indice)

Sample ID (ID da amostra)
UDP

Descrigéao
O ID da amostra fornecido quando o ensaio foi criado.

A placa fornecida com a placa de indice quando o ensaio foi criado. A coluna é
apresentada apenas se a placa de indice AB tiver sido selecionada.

O poco de indice com a localizagdo do pogo da amostra quando o ensaio foi criado.
A descricao da amostra fornecida quando o ensaio foi criado.
O UDP utilizado com a amostra.

O controlo positivo ou o controlo negativo usado com a amostra.

Descricao

Um ID atribuido com base na ordem em que as amostras se encontram listadas
na tabela de amostras.

O ID da amostra fornecido quando o ensaio foi criado.

O UDP utilizado com a amostra.
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Cabecalho da coluna Descricao

% Reads Identified (PF) (% de A percentagem de leituras que passaram os filtros.
leituras identificadas (PF))

Os seguintes ficheiros de saida da andlise sao gerados para o DNA GenerateFASTQ Dx Analysis Module.

Nome do ficheiro Descricao

Demultiplexing (*.demux) Ficheiros intermédios que contém os resultados de desmultiplexagem.
(Desmultiplexagem (*.demux))

FASTQ (*.fastg.gz) Ficheiros intermédios que contém identificagdes de base com pontuagéo de
qualidade. Os ficheiros FASTQ sao a principal entrada para o passo de
alinhamento.

Formato de ficheiro de desmultiplexagem

O processo de desmultiplexagem faz a leitura da sequéncia de indice ligada a cada cluster para determinar
qual € a amostra de origem do cluster. O mapeamento entre clusters e nimero de amostra é gravado num
ficheiro de desmultiplexagem (*.demux) de cada bloco da célula de fluxo.

O formato de nomes do ficheiro de desmultiplexagem € s_1_X.demux, em que X corresponde ao ndmero do
bloco.

Os ficheiros de desmultiplexagem comecam por um cabecalho:
Versao (inteiro de 4 bytes), atualmente 1
Contagem de clusters (inteiro de 4 bytes)
O resto do ficheiro é composto por numeros de amostra de cada cluster do bloco.

Quando o passo de desmultiplexagem estiver concluido, o software gera um ficheiro de desmultiplexagem
chamado DemultiplexSummaryF1L1.txt.

No nome do ficheiro, F1 representa o nimero da célula de fluxo.
No nome do ficheiro, L1 representa o nimero da faixa.

A desmultiplexagem cria uma tabela com uma linha por bloco e uma coluna por amostra, incluindo a
amostra O.

As sequéncias que ocorrem mais frequentemente nas leituras de indice.

Formato de ficheiro FASTQ

FASTQ é um formato de ficheiro baseado em texto, que contém identificacées de base e valores de
qualidade por leitura. Cada registo contém 4 linhas:

O identificador

A sequéncia

Um sinal de adicao (+)

As pontuacdes de qualidade Phred em formato com codificacao ASCII + 33
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O identificador esta formatado como:
@Instrumento:IDEnsaio: IDCélulaDeFluxo: Faixa:Bloco:X:Y NumLeitura: IdentificagaoFiltro: 0:NdmeroAmostra

Exemplo:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
+

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH# : <#<;<<L?222#=

Ficheiros de saida complementares

Os seguintes ficheiros de saida fornecem informacdes complementares ou um resumo dos resultados e erros
de analise. Embora estes ficheiros nao sejam necessarios para avaliar os resultados da andlise, estes podem
ser utilizados para efeitos de resolugao de problemas. Todos os ficheiros estao localizados na pasta de
alinhamento a menos que especificado em contrario.

Nome do ficheiro Descricédo

AdapterTrimming.txt Lista o numero de bases cortadas e a percentagem de bases para cada bloco.
Este ficheiro encontra-se presente apenas se o Adapter Trimming (Corte de
adaptadores) for especificado para o ensaio.

AnalysisLog.txt Registo de processamento que descreve cada passo que ocorreu durante a
analise da pasta do ensaio atual. Este ficheiro nao contém mensagens de erro.
Localizado no nivel de raiz da pasta do ensaio.

AnalysisError.txt Registo de processamento que indica todos os erros que ocorreram durante a
analise. Este ficheiro estara vazio se nao tiverem ocorrido erros.
Localizado no nivel de raiz da pasta do ensaio.

CompletedJoblinfo.xml Escrito apds a analise estar concluida, contém informacdes sobre o ensaio,
incluindo, entre outros parametros, a data, o ID da célula de fluxo e a versédo do
software.

Localizado no nivel de raiz da pasta do ensaio.

Checksum.csv Contém os nomes dos ficheiros e os valores checksum Unicos para ficheiros
FASTQ determinados e indeterminados, ficheiros BCL e o ficheiro
SampleSheetUsed.csv.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Reporta os resultados de desmultiplexagem numa tabela com 1 linha por bloco
e 1 coluna por amostra.

GenerateFASTQRunStatistics.xml  Contém as estatisticas de resumo especificas do ensaio.
Localizado no nivel de raiz da pasta do ensaio.

Pasta de analise

A pasta de analise inclui os ficheiros gerados pelo Local Run Manager Software.
Arelacao entre a pasta de saida e a pasta de anadlise € resumida da seguinte forma:

Durante a sequenciacao, o Real-Time Analysis (RTA) coloca na pasta de saida os ficheiros gerados
durante a andlise de imagens, a identificacao de bases e a pontuacao de qualidade.

O RTA copia os ficheiros para a pasta de andlise em tempo real. Depois de o RTA atribuir uma
pontuacao de qualidade a cada base para cada ciclo, o software grava o ficheiro RTAComplete.xml em
ambas as pastas.

Quando ficheiro RTAComplete.xml estiver presente, a analise comega.
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A medida que a andlise progride, o Local Run Manager grava os ficheiros de saida na pasta de andlise e,
em seguida, copia novamente os ficheiros para a pasta de saida.

Pastas de alinhamento

Sempre que a andlise é recolocada em fila de espera, o Local Run Manager cria uma pasta de alinhamento
com o nome Alignment_N, em que N corresponde a um ndmero sequencial.

Estrutura de pastas
(™ Dados
= Alignment_## ou Alignment_Imported_##
[C= [Carimbo de data/hora do ensaio]
([~ DataAccessFiles
[ Fastq
| FastgSummaryF1L1.txt
= Sample1_S1_L001_R1_001.fastq.gz
=l Sample2_S2_L001_R2_001.fastg.gz
(=l Undetermined_SO_L001_R1_001.fastq.gz
=/ Undetermined_S0_L001_R2_001.fastq.gz
(™ Logging
I BuildFastqO.stdout. txt
=/ BuildFastq1.stdout.txt
=l commands.txt
[~ Plots
| AdapterCounts.txt
= AdapterTrimming.txt
(= AnalysisError.txt
(= AnalysisLog.txt
[/ Checkpoint.txt
= Checksum.csv
(=] CompletedJobinfo.xml
(=l DemultiplexSummaryF1L1.txt
[ GenerateFASTQRunStatistics.xml
=] SampleSheetUsed.csv

Identificacao de bases e diversidade de indices

Quando as amostras sao sequenciadas no instrumento MiSeqDx, a identificacéo de bases determina a base
(A, C, G ouT)de cada cluster de um determinado bloco, ou area de imagem na célula de fluxo, num ciclo
especifico. O instrumento MiSeqDx utiliza a sequenciacao de quatro canais, que requer quatro imagens
para codificar os dados para quatro bases de ADN, duas do canal vermelho e duas do canal verde.
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O processo para a identificacéo de bases de leituras de indice difere das identificacdes de bases durante
outras leituras.

Ao selecionar os indices durante a criagao de ensaios, sera apresentado um aviso de baixa diversidade se os
indices nao cumprirem os requisitos de diversidade. Para evitar um aviso de baixa diversidade, selecione as
sequéncias de indice que fornecam sinal em ambos os canais para cada ciclo.

Canal vermelho — Aou C
Canalverde — Gou T

Este processo de identificacao de bases assegura precisdo ao analisar amostras de baixa plexagem. Para
mais informacdes sobre as sequéncias dos seus indices, consulte o Folheto informativo do lllumina DNA Prep
With Enrichment Dx.

Durante a criagao de ensaios no Local Run Manager, o utilizador ira escolher o numero de amostras a testar.
As combinacbes de indices sugeridas que cumpram os requisitos de diversidade de indice sdo preenchidas
automaticamente pelo software. Embora néao seja obrigatdrio utilizar as combinacdes sugeridas de indices
UDP, recomenda-se que o faca.
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Descricdo da alteracao

Foi adicionada a morada do promotor australiano.

Foi clarificada a limitagdo da descricao da amostra.

Edicao inicial
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Assisténcia Técnica

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

Sitio Web: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

Numeros de telefone do Apoio ao Cliente da lllumina

Regiao

Nidmero gratuito

Regional

América do Norte

+1 800 809 4566

Alemanha +49 8001014940 +49 8938035677
Austrélia +1800 775 688

Austria +43 800006249 +43 19286540
Bélgica +32 80077160 +32 34002973
China 400 066 5835

Coreia do Sul

+82 80 234 5300

Dinamarca +45 80820183 +45 89871156
Espanha +34 911899417 +34 800300143
Finlandia +358 800918363 +358 974790110
Franga +33 805102193 +33 170770446

Hong Kong, China

800960230

Irlanda +353 1800936608 +353 016950506
Italia +39 800985513 +39 236003759
Japéo 0800 111 5011

Noruega +47 800 16836 +47 21939693

Nova Zelandia

0800 451 650

Paises Baixos

+31 8000222493

+31 207132960

Reino Unido +44 8000126019 +44 2073057197
Singapura +1 800 579 2745

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

Taiwan, China

00806651752

Outros paises

+44 1799 534000

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

Documentagéo do produto — Disponivel para transferéncia em support.illumina.com.
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