FICHA DE DADOS

VeriSeq™ NIPT
Solution v2

Um ensaio de sequenciag¢ao
de genoma completo,
acessivel e total

« Vista abrangente de cromossomas fetais com
um menu de testes amplo validado num estudo
de precisao clinica de mais de 2300 amostras

« Desempenho de teste fiavel' com resultados rapidos
e de elevada precisao, e taxas de falha reduzidas

« Solucéo de IVD (In Vitro Diagnostic, diagnostico
in vitro) simples e escalavel que permite analisar
24, 48 ou 96 amostras por ensaio

illumina
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VERISEQ NIPT SOLUTION V2

Introducao

O teste pré-natal ndo invasivo (NIPT, Noninvasive Prenatal
Testing) realizado com a sequenciagao de nova geracao
(NGS, Next-Generation Sequencing) fornece resultados
de rastreio fiaveis para aneuploidias cromossomicas
fetais logo a partir das 10 semanas de gestacao, a partir
de um unico tubo de sangue materno.?® O VeriSeq NIPT
Solution v2 aproveita a potente tecnologia NGS da lllumina
para implementar uma abordagem de sequenciac¢ao de
genoma completo (WGS, Whole-Genome Sequencing)

no NIPT, aumentando as opgdes do menu de testes

para incluir aneuploidias comuns (trissomias 21, 18 e 13),
aneuploidias autossémicas raras (RAA, Rare Autosomal
Aneuploidies), aneuploidias do cromossoma sexual

(SCA, Sex Chromosome Aneuploidies) selecionadas

e eliminagdes e duplicagdes parciais, referidas como
variacées de nimero de cépias (CNV, Copy Number
Variations), que sdo = 7 Mb.

Ao combinar um menu de testes amplo, resultados precisos
e taxas de falha reduzidas, o VeriSeq NIPT Solution v2
permite o rastreio abrangente dos cromossomas fetais,
permitindo a tomada de decisdes de gestao da gravidez

de forma informada e atempada.’ Ao fornecer os reagentes,
os instrumentos, o software, a instalacao e a formacao,

o VeriSeq NIPT v2 é uma solucao automatizada e fiavel para
arealizacédo de NIPT a nivel interno (Figura 1e Tabela 1).

Vista completa dos
cromossomas fetais

Muitas solucées de NIPT nos laboratoérios focam-se no
rastreio de trissomias nos cromossomas 21, 18 e 13, mas
estas condicdes representam apenas uma por¢cao das
anomalias que podem ocorrer. Estes testes ignoram CNV

> 7 Mb que podem estar associadas a anomalias fetais

e atraso no desenvolvimento e tém uma taxa positiva de
rastreio de 0,12% com NIPT.* Estes testes também ignoram
gravidezes com um rastreio positivo para RAA, que poderao
estar associadas a resultados adversos, incluindo aborto,
restricao de crescimento intrauterino (RCIU), dissomia
uniparental (DUP), parto pré-termo espontaneo e anomalias
fetais, entre outros.® A taxa positiva de rastreio combinada
para RAA é de 0,34%,° em comparacao com 0,30% para
trissomia 21.87

VeriSeq NIPT
Workflow Manager

L 24,48 ou 96 amostras

Tabela 1: O VeriSeq NIPT Solution v2 em revista

Parametro Descricao

Método Sequenciacao de genoma completo

Preparacao da
biblioteca

Sem PCR (Polymerase Chain Reaction,
reacdo em cadeia da polimerase)

Sequenciacao de extremidades

uimica
Q emparelhadas

N.° de amostras 24, 48 ou 96 por ensaio

Tempo até

- Aprox. 26 horas
ao relatorio

N.° de operadores 1

7-10 ml de um tubo unico de sangue

Espécim
specime materno
Analises Estado de aneuploidia de todos os
- autossomas e cromossomas sexuais;
oferecidas !

CNV =7 Mb

Desempenho de teste fiavel

Com base na precisao dos resultados, no tempo até a
obtencao de resposta e nas taxas de falha, o VeriSeq NIPT
Solution v2 demonstra um excelente desempenho.

Precisao elevada

O VeriSeq NIPT Solution v2 foi validado para garantir a
precisao e a fiabilidade clinica. As amostras de gravidezes
afetadas foram elegiveis para teste se os resultados
clinicos estivessem disponiveis e cumprissem 0s
critérios de inclusao de amostras. A coorte incluiu idades
gestacionais de, pelo menos, 10 semanas, amostras

com fragdes fetais baixas e gravidezes de gémeos.

O estudo rastreou mais de 2300 amostras maternas

com resultados conhecidos para trissomia 21, trissomia
18, trissomia 13, RAA, CNV = 7 Mb e SCA. Os resultados
obtidos através da utilizagao do VeriSeq NIPT Solution v2
foram comparados com a verdade de referéncia clinica.
O VeriSeq NIPT Solution v2 demonstrou uma elevada
sensibilidade e especificidade para trissomias comuns,

illumina

Da amostragem a analise em ~ 1 dia

Colheita de amostra

Isolamente Extragao

Preparagdo da biblioteca

Sequenciagiao Analise

Figura 1: Fluxo de trabalho completo do IVD NIPT — O VeriSeq NIPT Solution v2 oferece tudo o que é necessario para o NIPT utilizando
NGS, incluindo reagentes para a extracao de ADN, a preparacao da biblioteca e a sequenciacao; a instrumentacao para automatizar a
preparacao da biblioteca e sequenciagcao com o software de gestao do fluxo de trabalho; um servidor no local para o armazenamento

e a analise de dados seguros; e software de analise de dados que gera relatorios de resultados qualitativos.
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Tabela 2: Desempenho clinico do VeriSeq NIPT Solution v2'

Trissomia 21° Trissomia 18

Trissomia 13

Qualquer

CNV =27 Mb )
anomalia®

RAAC

Sensibilidade® >99,9% (130/130) > 99,9% (41/41)

>99,9% (26/26)

96,4% (27/28) 74,1% (20/27) 95,5% (318/333)

IC 95% bilateral® 971%,100% 91,4%,100%

871%,100%

82,3%,99,4% 55,3%, 86,8% 92,7%, 97,3%

Especificidade 99,90% 99,90% 99,90% 99,80% 99,80% 99,34%
(1982/1984) (1995/1997) (2000/2002) (2001/2005) (2000/2004) (1954/1967)
IC 95% bilateral® 99,63%,99,97%  99,64%,99,97%  99,64%,99,97%  99,49%,99,92%  99,49%,99,92%  98,87%, 99,61%

a. O desempenho de rastreio basico é comunicado para T21, T18 e T13 e exclui 16 amostras com mosaicos conhecidos e 49 amostras afetadas com anomalias apenas para
o rastreio genémico; o desempenho do rastreio genomico é comunicado para RAA e duplicacdes e eliminagdes parciais.

. IC com base no método de pontuacéo de Wilson.

. Sete gravidezes de gémeos identificadas corretamente como T21n&o séo apresentadas.
. ARAA exclui os cromossomas 21, 18 e 13.

. Qualquer anomalia inclui amostras de rastreios basicos e genémicos de SCA.

® O O T

Tabela 3: Concordancia dos resultados de classificacao sexual

fetal do VeriSeq NIPT Solution v2 com a referéncia clinica’

Resultado do exame fisico

Resultados do VeriSeq NIPT Solution v2 do recém-nascido

Resultados citogenéticos

Feminino Masculino

XX XY XO XXX XXY XYY

Concordéancia da percentagem 100% 100%

100% 100% 90,5% 100% 100% 91,7%

RAA, CNV = 7 Mb, elevada concordancia de classificacao
sexual fetal com resultado clinico e uma taxa de falha
baixa das amostras na primeira passagem de 1,2%
(Tabela 2 e Tabela 3).

Resultados rapidos

O VeriSeq NIPT Solution v2 oferece um fluxo de trabalho
rapido de trés passos que gera resultados precisos em
pouco mais de um dia (Tabela 4). Ao seguir o fluxo de
trabalho simples e automatizado, um operador consegue
analisar 24-96 amostras em menos de 8 horas com um
tempo de intervencao minimo. Os métodos com base
em séries e sequenciacao alvo tendem a apresentar
protocolos laboratoriais mais longos, exigindo um tempo
de intervencao mais longo.

Tabela 4: VeriSeq NIPT completo em pouco mais
de um dia

Tempo de Tempo
—— intervencao total

Preparacao da amostra e Aprox. Aprox.
preparacao da biblioteca 2 horas 8 horas
o Aprox. Aprox.
Sequenciacdo 15 min 14 horas

Andlise de dados e geragao N/D Aprox.
do relatério 4 horas
Aprox. Aprox.
Tempo total 2,25 horas 26 horas

O tempo real depende das praticas laboratoriais individuais e pode variar; N/A,
n&o aplicavel.
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Taxas baixas de falha do teste

As falhas do teste, quando néao € possivel efetuar qualquer
identificacao para dissomia ou aneuploidia, séo um

fator importante na fiabilidade e utilidade clinica do

NIPT. As taxas de falha podem variar significativamente
com base no teste utilizado. Os testes que utilizam uma
abordagem direcionada ou um método de polimorfismo

de nucledtido unico (SPN, Single-nucleotide polymorphism)
demonstram taxas de falha mais elevadas nos testes
principais em comparacao com a NGS.8 O VeriSeq NIPT
Solution v2 utiliza WGS para fornecer dados abrangentes
em todos os cromossomas, sem afetar a exatiddo nem
aumentar as taxas de falha ou de falsos positivos.

No estudo de validacao clinica, a taxa de falha na primeira
passagem foi de 1,2%." Na pratica laboratorial, a colheita
inicial de sangue fornecera plasma suficiente para

repetir o fluxo de trabalho do VeriSeq NIPT, se necessario.®
A testagem repetida demonstrou uma reducdo na taxa de
falha primaria de 2% para 1,3% para a mesma amostra.®

Solucao de IVD simples
e escalavel

O VeriSeq NIPT Solution v2 integrado fornece tudo o que
€ necessario para realizar o ensaio. O fluxo de trabalho
automatizado escala facilmente para analisar 24, 48 ou 96
amostras por ensaio para permitir eficiéncia e flexibilidade
na gestao de volumes de amostras. Pode ser selecionado
um rastreio basico ou genomico para cada amostra.

Para utilizacdo em diagndstico in vitro. Nao se encontra disponivel em todas as regioes e paises.
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Fluxo de trabalho automatizado

O ensaio VeriSeq NIPT totalmente automatizado fornece
um fluxo de trabalho simples que minimiza o tempo de
intervencao e o potencial de erro. O protocolo necessita
de 7-10 ml de sangue total periférico materno colhido no
tubo de colheita de sangue (BCT, Blood Collection Tube)
Streck recomendado. Os kits de preparacao de amostras
do VeriSeq NIPT otimizados contém reagentes e etiquetas
para preparar as bibliotecas de sequenciacao a partir de
ADN livre circulante (cfDNA, cell-free DNA). O isolamento
do plasma, a extracao de cfDNA e a preparacao de
bibliotecas sem PCR, incluindo a criacéo de placa de
quantificagao, a quantificagcao da biblioteca e o pooling

da biblioteca, sdo automatizados no VeriSeq NIPT Microlab
STAR, um sistema Hamilton Microlab STAR configurado
de forma personalizada para ser utilizado especificamente
no fluxo de trabalho do VeriSeq NIPT. O VeriSeq NIPT
Workflow Manager de féacil utilizacao controla todos o0s
aspetos da preparacao de amostras, incluindo o controlo
das amostras.

Sequenciacao

Uma amostra de sangue materno contém fragmentos de
cfDNA de diferentes comprimentos; os comprimentos mais
longos tendem a ser maternos, enquanto os comprimentos
mais curtos tendem a ser originarios do feto (Figura 2)."

O VeriSeq NIPT Solution v2 identifica de forma rapida

e eficiente os comprimentos de todos os fragmentos de
cfDNA numa amostra individual e foca a analise no cfDNA
mais curto utilizando a sequenciacao de extremidades
emparelhadas realizada no Sistema lllumina NextSeq™
550Dx, que oferece o poder da NGS™ de elevada
produtividade com a acessibilidade de um sistema

de bancada (Tabela 5).

—— Fetal
—— Materno

0,030

Frequéncia
0,020

0,010

0,000

0 100 200 300 400

Tamanho do fragmento

Figura 2: Comparagao dos tamanhos de fragmentos de
cfDNA maternos e fetais — A sequenciacao de extremidades
emparelhadas distingue os fragmentos de cfDNA com base
no tamanho. Os fragmentos mais longos tendem a ser de
origem materna, enquanto os fragmentos mais curtos tendem
a ser do feto.
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Tabela 5: Requisitos de desempenho do instrumento
de NGS

Parametro Especificacao
Comprimento de leitura 2 x 36 bp
Tipo do ficheiro Ficheiro BCL

desequenciacao

Resultados da

o Aprox. 400 M de leituras
sequenciagao

Tempo de ensaio Aprox. 14 horas

Multiplexagem 24 ou 48 amostras por ensaio

Analise no local

A analise de dados é realizada num VeriSeq v2 Onsite
Server dedicado com o IVD VeriSeqg NIPT Assay

Software v2. O servidor processa automaticamente

os dados de sequenciacao. E possivel colocar varios
lotes de amostras em espera para analise num unico
servidor. Nao é necessario enviar os dados para analise,
poupando tempoe protegendo a identidade das amostras.

VeriSeq NIPT Assay Software v2

O VeriSeq NIPT Assay Software v2 filtra e alinha as leituras
com um genoma de referéncia. Um algoritmo avancado
determina a densidade da leitura por cromossoma
(segmento) e auxilia na detecao e diferenciacao de
aneuploidia e CNV. O software também gera e comunica

a estimativa de fracao fetal para cada amostra. Os dados
de fracao fetal sdo combinados com os dados de
cobertura e outros dados estatisticos gerados durante

a sequenciacao para avaliar o estado de aneuploidia.

Para alcancar baixas taxas de falha dos testes, o0 VeriSeq
NIPT Assay Software v2 inclui a métrica de classificacdo
de qualidade de amostras da anadlise de confianca de
aneuploidia fetal individualizada (iFACT, individualized
Fetal Aneuploidy Confidence Test). A iFACT indica, tendo
em conta a estimativa de fragao fetal para cada amostra,
se 0 ensaio gerou uma cobertura de sequenciacao
suficiente, para permitir uma identificacao de aneuploidia
ou duplicacao e eliminacao parcial, mesmo para as
amostras com baixa fracdo fetal.”” Este limite dinamico
permite ao VeriSeq NIPT Assay Software v2 comunicar
amostras com fracao fetal baixa, resultando em falhas
reduzidas dos testes.

Geracao de relatorios

Apos a analise dos dados, o VeriSeq NIPT Assay Software
gera um resultado “Aneuploidy Detected” (Aneuploidia
detetada) ou "No Aneuploidy Detected” (Nenhuma
aneuploidia detetada) para os cromossomas testados em
cada amostra. Se for detetada uma CNV, as coordenadas
exatas no genoma sdo apresentadas no relatorio.

Os dados sao fornecidos como um ficheiro “.CSV" que
pode ser integrado num LIMS (laboratory information
management system, sistema de gestao da informacao
laboratorial) existente, permitindo a criagcdo de um relatério
clinico personalizado.

Para utilizacdo em diagndstico in vitro. Nao se encontra disponivel em todas as regioes e paises.
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Implementacao totalmente suportada

Para uma integracao laboratorial sem percalcgos, o VeriSeq
NIPT Solution v2 inclui a instalacao completa do sistema
por um Técnico de assisténcia da lllumina qualificado

e formacao pratica. Os cientistas da lllumina conduzem

0 pessoal laboratorial passo a passo na extracao da
amostra, preparacao da biblioteca, sequenciacao e
andlise (Tabela 6). Quando todos os sistemas estiverem
em funcionamento, é disponibilizado um apoio continuo
por parte da equipa de Suporte Técnico da Illumina.

Tabela 6: Formacao no VeriSeq NIPT Solution v2

Resumo

O VeriSeq NIPT Solution v2 revoluciona a acessibilidade,
a fiabilidade e o poder do NIPT. Agora, os laboratoérios
podem explorar a NGS para obter resultados de NIPT
rapidos, fidveis e altamente precisos com baixas taxas
de falha.

Saber mais

lllumina VeriSeq NIPT Solution v2

Informacoes para encomendas

Topico

Detalhes

Introducao ao
VeriSeq NIPT
Solution v2

Vista geral tipo seminario do fluxo
de trabalho e analise

« Guia do equipamento auxiliar

« Guia de consumiveis

« Protocolo de colheita de sangue

« Protocolo de isolamento do plasma

Formacao na
utilizacao de
instrumentos

Formacao no local
» Exige o instrumento instalado

Inspegao do local

Confirmacgéo no local

« Instalagao de equipamento auxiliar

« Reagentes necessarios

« Conetividade dos componentes
do sistema

Formacao no local

Ensaio realizado por cientista da lllumina

« Amostras de plasma pré-testadas
com carateristicas de desempenho
conhecidas (disponibilizadas
pela lllumina)

« Acompanhamento do fluxo de trabalho
do ensaio desde o isolamento do plasma
até a operacao do instrumento e analise
dos dados

« Formacao na analise de dados

Teste de
competéncias
no local

Ensaio realizado pelo cliente

« Amostras de plasma pré-testadas
com carateristicas de desempenho
conhecidas (disponibilizadas
pela lllumina)
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Produto c’a\ltglggo
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 samples) 20025895
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 samples) 15066801
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 samples) 15066802
VeriSeq NIPT Assay Software v2 20047024
VeriSeq Onsite Server v2 20047000

20101927
Streck cell-free DNA BCT (CE) 15073345
NextSeq 550Dx Instrument 20005715
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit 20028870

v2.5, 75 cycles

Para utilizacdo em diagndstico in vitro. Nao se encontra disponivel em todas as regioes e paises.
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VERISEQ NIPT SOLUTION V2

Declaracao da utilizacao prevista

O VeriSeq NIPT Solution v2 é um teste de diagnostico

in vitro concebido para realizar o rastreio de detecao

de anomalias gendmicas fetais genéticas em

amostras de sangue materno periférico total em
gravidas com, pelo menos, 10 semanas de gestacao.

O VeriSeq NIPT Solution v2 utiliza WGS para detetar
duplicacoes e delecdes parciais em todos os estados de
autossomas e aneuploidias em todos 0s cromossomas.
O teste oferece uma opc¢ao para pedir a comunicacao
de SCA. Este produto nao pode ser utilizado como a uUnica
base de diagndstico ou de outras decisées de gestao

da gravidez.

O VeriSeq NIPT Solution v2 inclui: o VeriSeq NIPT Workflow
Manager v2 para o VeriSeq NIPT Microlab STAR, os VeriSeq
NIPT Sample Prep Kits e o VeriSeq Onsite Server v2 com o
VeriSeq NIPT Assay Software v2. O VeriSeq NIPT Solution
v2 destina-se a ser utilizado com um sequenciador de nova
geracao.
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