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Descrição geral
Esta documentação do produto detalha o fluxo de trabalho do Illumina TruPath Genome e o diagrama
seguinte ilustra o fluxo de trabalho.
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Recomendações sobre entradas de ADN

Qualidade do ADN genómico
O fluxo de trabalho do TruPath Genome requer ADN genómico purificado (ADNg) extraído de células ou
sangue em tubos de colheita K2EDTA, com um kit apropriado por tipo de amostra. Consulte a nota
técnica Desempenho do TruPath Genome com amostras de tipo variável e qualidade para uma gama
mais ampla de tipos de amostra. Este fluxo de trabalho não é adequado para amostras de ADNg FFPE
ou extrações de cfADN. Avalie a qualidade do ADNg com um dos seguintes métodos:

• Ensaio Agilent gDNA ScreenTape — Utilize a ferramenta de análise de regiões para avaliar
proporções de fragmentos superiores a 10 kb e 60 kb. No mínimo, a amostra deve conter 50% de
fragmentos de ADN superiores a 10 kb. As amostras de qualidade inferior podem ainda alcançar
dados de sequenciação de leitura curta aceitáveis, mas produzem dados de proximidade adicionais
mínimos. Para obter os dados de proximidade com melhor desempenho, utilize uma amostra com
70% ou mais de fragmentos de ADN entre 10 kb e 500 kb e 40% ou mais de fragmentos entre 60 kb
e 500 kb.

• Kit Agilent Femto Pulse gDNA 165 kb — No mínimo, a amostra deve obter um valor de GQN de 5,0
no limiar de 10 kb. As amostras de qualidade inferior podem ainda alcançar dados de sequenciação
de leitura curta aceitáveis, mas produzem dados de proximidade adicionais mínimos. Para os dados
de proximidade com melhor desempenho, utilize uma amostra com um valor GQN de pelo menos
7,0 no limiar de 10 kb e pelo menos 4,0 no limiar de 60 kb.

Para obter instruções sobre a utilização da Agilent TapeStation ou do Agilent Femto Pulse, consulte o
website do fabricante. Para melhorar a qualidade do ADN e as métricas de proximidade de TruPath
Genome, utilize um kit de extração de ADN de Alto Peso Molecular (HMW).

Quantidade de ADN genómico
A TruPath Genome recomenda uma entrada de ADN de 350 ng de ADNg por amostra, por pista.
Amostras de entrada inferiores até 175 ng produzem dados de cobertura de proximidade, mas a
profundidade de cobertura autossómica pode ser reduzida.

• Antes da extração, armazene as amostras de sangue durante até três dias entre 2 °C e 8 °C. Se
armazenar amostras durante mais de três dias, mantenha as amostras entre -25 °C e -15 °C.

• Evite mais de 10 ciclos de congelação-descongelação do ADN.

• Meça a concentração de ADN de cada amostra com um fluorómetro Qubit utilizando o ensaio Qubit
do kit dsDNA. Consulte o website do fabricante.
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Manuseamento de ADN
• Se utilizar ADN HMW, pode ser viscoso e formar fios, tornando a pipetagem < 20 μl problemática.

Pressione a ponta da pipeta até ao fundo do tubo para quebrar as roscas da amostra e permitir a
pipetagem precisa.

• Não agite o ADN HMW num agitador de vórtex.

• Ao misturar ADN, utilize pontas de pipeta de diâmetro largo para evitar o cisalhamento.
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Consumíveis e equipamento
O protocolo TruPath Genome requer os seguintes consumíveis e equipamento:

• Uma célula de fluxo C2 (para duas amostras, uma por pista) emparelhada com um cartucho de
reagente NovaSeq X 1.5B ou uma célula de fluxo C8 (para oito amostras, uma por pista)
emparelhada com um cartucho de reagente NovaSeq X 10B.

• Reagentes TruPath Genome.

• Vários consumíveis e equipamentos fornecidos pelo utilizador.

TruPath Genome Consumíveis/reagentes

Consumíveis do kit de duas amostras
Illumina N.º de catálogo 20157406

Componente do kit
Temperatura de
armazenamento

Kit de reagentes TruPath Genome -25 °C a -15 °C

Célula de fluxo NovaSeq X da série C2 2 °C a 8 °C

Acessório de liofilização NovaSeq X da série 1.5B -25 °C a -15 °C

Cartucho de reagentes NovaSeq X da série 1.5B (ciclo 300) -25 °C a -15 °C

Régua de tubos para o banco NovaSeq X da série 1.5B Temperatura
ambiente

Cartucho tampão da série NovaSeq X Temperatura
ambiente

Consumíveis do kit de oito amostras
Illumina N.º de catálogo 20157405

Componente do kit
Temperatura de
armazenamento

Kit de reagentes TruPath Genome -25 °C a -15 °C

Célula de fluxo NovaSeq X da série C8 2 °C a 8 °C

Acessório de liofilização NovaSeq X da série 10B -25 °C a -15 °C

Cartucho de reagentes NovaSeq X da série 10B (ciclo 300) -25 °C a -15 °C
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Componente do kit
Temperatura de
armazenamento

Régua de tubos para o banco NovaSeq X da série 10B/25B Temperatura
ambiente

Cartucho tampão da série NovaSeq X Temperatura
ambiente

Kit de reagentes TruPath Genome
Illumina N.º de catálogo 20138424

Reagente Descrição Temperatura de armazenamento

FP1 Mistura 1 de preparação de células de fluxo -25 °C a -15 °C

FT2 Transposoma 2 de células de fluxo -25 °C a -15 °C

FTB FC Tagment Buffer -25 °C a -15 °C

Consumíveis/equipamento fornecidos pelo utilizador
Consumíveis/equipamento Fornecedor

Microcentrifugador Fornecedor geral do laboratório

Fluorómetro Qubit 4 Thermo Fisher Scientific, n.º de
catálogo Q33238

Kit de ensaio Qubit dsDNA, HS ou BR Um dos seguintes, dependendo do
método de quantificação:
Ensaio HS, Thermo Fisher Scientific,
n.º de catálogo Q32851 ou Q32854
Ensaio BR, Thermo Fisher Scientific,
n.º de catálogo Q32850 ou Q32853

Água isenta de nuclease Fornecedor geral do laboratório

Pipeta de canal único, 1 ou 5 ml Fornecedor geral do laboratório

Pipeta de canal único, 200 µl Fornecedor geral do laboratório

Pontas de pipeta de diâmetro largo, 200 μl* Fornecedor geral do laboratório

Pipeta de canal único, 20 µl Fornecedor geral do laboratório

* Recomendam-se pontas de diâmetro largo ao manusear ADN HMW. As pontas padrão podem causar
fragmentação de ADN, levando a um perfil de tamanho de ADN mais pequeno do que o necessário. Se não
estiverem disponíveis pontas de pipeta de diâmetro largo, podem ser utilizadas pontas comuns; no entanto, evite
ciclos repetidos de aspiração/dispensa.
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Recomenda-se vivamente que avalie a qualidade de ADNg para garantir que a amostra de ADN cumpre
os limiares de qualidade estabelecidos. Os seguintes equipamentos e consumíveis são adequados para
o tamanho do ADN.

Consumível/Equipamento (Opcional) Fornecedor

TapeStation Agilent, n.º de catálogo G2991BA ou
G2992AA

Análise de ADN genómico Agilent, n.º de catálogo 5067-5366
e 5067–5365

Sistema Femto Pulse Agilent, n.º de catálogo M5330AA

Kit de análise de ADNg de 165 kb Femto Pulse Agilent, n.º de catálogo FP-1002-
0275
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Protocolo
Esta secção descreve o protocolo TruPath Genome.

Quantifique o ADNg e avalie a qualidade
1. Quantifique o ADN utilizando um fluorómetro Qubit com um kit dsDNA. A Illumina recomenda a

utilização de stock de ADNg que seja inferior a 100 ng/μl para permitir uma quantificação, avaliação
de qualidade e pipetagem altamente precisas ao longo do protocolo. A entrada de carregamento
final alvo é de 350 ng.

2. A Illumina recomenda o CQ do ADN em TapeStation (fita de ADNg) ou Femto Pulse (kit de ADNg 165
kb). Consulte Recomendações sobre entradas de ADN na página 2 para obter especificações de
qualidade.

Figura 1 Perfil de tamanho do ADNg de entrada via Agilent TapeStation

Planear ensaio
Para obter instruções detalhadas sobre como planear um ensaio no BaseSpace Sequence Hub ou para
preparar uma ficha de amostras, consulte o Manual do utilizador do software do TruPath Genome.

Illumina recomenda configurar um ensaio com 151 ciclos por leitura (2 x 151). Não exceda o total de 302
ciclos. Não execute ciclos de índice.
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Descongelar reagentes de sequenciação
Para obter instruções detalhadas sobre como descongelar os reagentes, consulte Documentação do
produto NovaSeq X Series (documento n.º 200027529).

Prepare amostras de ADN
1. Remova os reagentes TruPath Genome do kit e descongele à temperatura ambiente durante 20

minutos.

• FP1 (faixa azul no rótulo)

• FT2 (faixa vermelha no rótulo)

• FTB (fita transparente no rótulo)

2. Após a descongelação, armazene os reagentes em gelo durante até 4 horas. Volte a colocar os
reagentes no armazenamento no congelador, se não estiverem a ser utilizados.

3. Pipete lentamente o volume total de FTB cinco vezes e gire brevemente para baixo com uma
centrífuga de bancada.

4. Certifique-se de que o stock de ADN está devidamente descongelado. Pipete lentamente cinco
vezes para garantir que está totalmente ressuspensa, especialmente ADN HMW.
Apenas para ressuspensão, recomenda-se uma ponta de diâmetro largo de 200 μl.

5. Destape a régua de tubos para o banco.

6. Por amostra, adicione o seguinte a um único tubo de amostra da régua de tubos para o banco pela
ordem mostrada. As pontas de diâmetro largo não são necessárias para este passo.

Certifique-se de que o tubo da amostra corresponde à via correta atribuída na folha de
amostras.

Encomenda Reagente Volume

1 Água isenta de
nuclease

Variável (153 μl - volume de stock de ADNg de
350 ng)

2 FTB 17 µl

3 Stock de ADNg
350 ng

Variável (dependendo da concentração de stock de
ADNg)

Volume total: 170 µl

Por exemplo, se a concentração de stock de ADNg for 100 ng/μl, o volume de stock de 350 ng de
ADNg será 3,5 μl (350 ng ÷ 100 ng/μl). O volume de água sem nuclease será de 149,5 μl (153 μl −
3,5 μl de stock de ADNg).

7. Defina uma pipeta P200 para 150 μl.
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8. Utilizando uma nova ponta de pipeta por amostra, pipete lentamente cinco vezes para misturar,
evitando a formação de bolhas. Certifique-se de que não existem espaços de ar na parte inferior.
Recomenda-se uma ponta de diâmetro largo de 200 μl. Não utilize uma ponta P1000.

9. Tape a régua de tubos para o banco.

10. [Opcional] Rode brevemente a tira de tubos para baixo e certifique-se de que não existem
intervalos de ar no fundo dos tubos. Consulte Documentação do produto NovaSeq X Series
(documento n.º 200027529).

11. Certifique-se de que o volume é consistente em todos os tubos.

12. Insira a régua de tubos para o banco no cartucho de reagentes e prima para baixo. Um ligeiro clique
indica que a régua de tubos para o banco está no devido lugar. Certifique-se de que a régua de
tubos para o banco está plana dentro do cartucho.

Carregar reagentes para o cartucho
Os volumes de reagentes especificados nas instruções seguintes são os mesmos para cartuchos 1.5B e
10B.

Não inverta o cartucho de reagente descongelado depois de adicionar FP1 ou FT2. Consulte
Documentação do produto NovaSeq X Series (documento n.º 200027529).

1. Com uma ponta de pipeta limpa, perfure o selo de película metalizada das posições CP1 e CP2 do
cartucho de reagente.
As posições CP1 e CP2 são realçadas na imagem seguinte.
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A posição CP3 não é utilizada para o fluxo de trabalho do TruPath Genome.

2. Inverta suavemente o FP1 (faixa azul no rótulo) várias vezes para misturar.

3. Utilize uma pipeta para transferir 3 ml de FP1 para a posição CP1 do cartucho.
O volume de enchimento total é de 3 ml. Isto pode ou não utilizar todo o conteúdo do tubo FP1.

4. Inverta suavemente o FT2 (faixa vermelha no rótulo) várias vezes para misturar.

5. Utilize uma pipeta para transferir 2,6 ml de FT2 para a posição CP2 do cartucho.
O volume de enchimento total é de 2,6 ml. Isto pode ou não utilizar todo o conteúdo do tubo FT2.

6. Insira o elemento de liofilização no cartucho de reagente e pressione para baixo. Um clique audível
indica que o elemento de liofilização está no devido lugar.

7. Continue com o procedimento padrão de carregamento do instrumento. Consulte Documentação
do produto NovaSeq X Series (documento n.º 200027529).
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Recursos e referências
As páginas de suporte no website Illumina fornecem software, recursos de formação, informações de
compatibilidade de produtos e a seguinte documentação. Consulte sempre as páginas de suporte para
obter as versões mais recentes.

Recursos adicionais

Recurso Descrição

Documentação do produto NovaSeq X
Series

Fornece informações técnicas para utilizar o Illumina
NovaSeq X Series.

Illumina TruPath Genome Guia do
utilizador do software

Fornece informações técnicas para utilizar o Illumina
software TruPath Genome.

TruPath Genome Desempenho com
amostras de tipo e qualidade variáveis

Fornece informações técnicas para uma gama mais
ampla de tipos de amostras com o TruPath Genome.

Illumina TruPath Genome Ficha de
dados

Fornece informações técnicas sobre as
funcionalidades do TruPath Genome.

Histórico de revisões

Documento Data Descrição da alteração

Documento n.º
200065852 v01

Maio de
2026

Adicionado:
• Esclarecer informações sobre recomendações de

qualidade de entrada de ADN.
• Leia as recomendações de comprimento.
Atualização de:
• Ilustração geral.
• Lista de consumíveis fornecidos pelo utilizador.

Documento n.º
200065852 v00

Fevereiro
de 2026

Edição inicial.
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