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Objetivo

O presente trabalho tem como objetivo estabelecer qual a porcentagem de cobertura e 
profundidade mínima para alcançar sensibilidade superior a 98% em um painel de 10 genes, 
por sequenciamento de nova geração.

Resultados e Conclusão

Os gráficos de distribuição de sensibilidade mostram uma tendência a uma menor 
probabilidade de um falso negativo a medida que aumenta a quantidade de fragmentos do 
painel como um todo, sendo bastante semelhante para o corte de 10 fragmentos quanto de 
20. Entretanto, esta informação não avalia a probabilidade de um falso negativo em cada 
cenário. O gráfico de distribuição de falsos negativos por frequência mostra a porcentagem 
de fragmentos necessária para atingir uma probabilidade inferior a 1:1000 (0,1%) de ao 
acaso haver um falso negativo. É possível observar que para o corte de 10 fragmentos 13 
variantes (32,5%) tiveram uma chance superior a 0,1% de serem falso negativo. O corte de 
20x obteve probabildiade de 7,5% de um falso negativo a superior a 0,1% com porcentagem 
de bases alvo cobertas entre 98-99%. Com este trabalho é possível concluir que uma 
porcentagem de profundidade de 98% a 20 traz uma chance de 7,5% de mais de 0,1% de falso 
negativo.
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Material e Métodos

Foram analisados 40 indivíduos com 1 variante patogênicas em um painel de 10 genes de 
distrofia muscular de cinturas e que obtiveram ao menos 98% da totalidade das bases do 
painel com profundidade de 20 vezes. Para todos os indivíduos foi feita uma reamostragem 
da região exata das variantes patogênicas com sorteio de 0,1% a 100% dos fragmentos 
originais, com intervalos de 10%. A porcentagem de bases foi recalculada levando-se em 
consideração uma profundidade de 10x e 20x. Para cada porcentagem dos arquivos 
originais e a cada profundidade estabelecidade foram feitas 1000 amostras aleatórias dos 
fragmentos para se obter a proporção de falsos negativos em cada situação.

Introdução

Atualmente há um grande debate sobre as diretrizes de qualidade em relação aos testes que 
envolvem o sequenciamento de nova geração (Matthijs et al. 2016; Mattocks et al. 2010; 
Endrullat et al. 2016), e diversos laboratórios têm utilizado parâmetros internos de 
qualidade em relação à profundidade das bases de um sequenciamento (Lapin et al. 2016).
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