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DISPOSICION N

suenos amres, ' 1 1 NOV. 201

VISTO el expediente N°  1-47-3110-3178/14-4 del Regis

Administracion Nacional de Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medi

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOSYSTEMS S.
autorizacion para la venta a laboratorios de analisis clinicos del Pro
diagndstico de uso “in vitro” denominadol) GENETIC SEQUENCING IN
- MiSeqDx™/ INSTRUMENTO DE SECUENCIACION QUE MIDE LAS S
FLUORESCENCIA DE NUCLEOTIDOS MARCADOS MEDIANTE EL USQO C
DE FLUJO Y REACTIVOS ESPECIFICOS (MiSeqDx™ Universal Kit
MiSquxT'\'I UNIVERSAL KIT 1.0/ PARA EL PROCESAMIENTO DE MUE
ADN GENOMICO HUMANO OBTENIDAS A PARTIR DE SANGRE TOTAL P
Y EN LA POSTERIOR SECUENCIACION SELECTIVA DE LAS BIBLIO
MUESTRAS RESULTANTES; 3) MiSegDx™ CYSTIC FIBROSIS
SEQUENCING ASSAY/ DISENADO PARA LA SECUENCIACION DE LAS
CODIFICANTES Y LAS REGIONES DE UNION DE INTRONES Y EXONES
REGULADCOR Dt LA CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA
QUISTICA (CFTR) A PARTIR DE ADN GENOMICO AISLADO A PARTIR D
HUMANA TOTAL; 4) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS 139- VARIAN

ENSAYO CUALITATIVO DISENADO PARA DETECTAR EN FORMA SIMUL]
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MUTACIONES Y VARIANTES DE INTERES CLINICO EN EL GEN REGULADOR DE LA

CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA FIBROSIS QUISTICA (CFTR)|.

Que a fojas 1066 a 1070 consta el informe técnico produci

do por el

Servicio de Productos para Diagnéstico que establece que los productos reunen

las condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que la Direccidon Nacional de Productos Médicos ha tomado la in
de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece

16.463, Resolucién Ministerial N© 145/98 vy Disposicidn ANMAT N° 267

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferic

Decreto N° 1490/92, por el Decreto N° 1886/14 y el Decreto N° 1368/1

Por ello;

tervencion

la Ley N©
4/99.
as por el

5.

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la venta a laboratorios de analisis clinicos del producto

de diagnostico para uso

INSTRUMENT -~ MiSeqDx™/ INSTRUMENTO DE SECUENCIACION QUE

SENALES DE FLUORESCENCIA DE NUCLEOTIDOS MARCADOS MEDIAN

DE CELDAS DE FLUJO Y REACTIVOS ESPECIFICOS (MiSeqDx™ Universa

2) MiSeqDx™ UNIVERSAL KIT 1.0/ PARA EL PROCESAMIENTO DE MUE

in Vitro denominado 1) GENETIC SEQUENCING

MIDE LAS
[E EL USO
| Kit 1.0):

STRAS DE
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DISPOSICION N° 94

ADN GENOMICO HUMANO OBTENIDAS A PARTIR DE SANGRE TOTAL P
Y EN LA POSTERIOR SECUENCIACION SELECTIVA DE LAS BIBLIO
MUESTRAS RESULTANTES; 3) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS

SEQUENCING ASSAY/ DISENADO PARA LA SECUENCIACION DE LAS
CODIFICANTES Y LAS REGIONES DE UNION DE INTRONES Y EXONES
REGULADOR DE LA CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA

QUISTICA (CFTR) A PARTIR DE ADN GENOMICO AISLADO A PARTIR D

HUMANA TOTAL; 4) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS 139- VARIAN

ENSAYO CUALITATIVO DISENADO PARA DETECTAR EN FORMA SIMULT

MUTACIONES Y VARIANTES DE INTERES CLINICO EN EL GEN REGULAD

CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA FIBROSIS QUISTICA (CFT
sera elaborado por ILLUMINA. 5200 Illumina Way. San Diego, CA 9212
importado terminado por fa firma BIOSYSTEMS S.A. en envases que

en el Anexo, con una vida util de 1) CINCO (5) afos, desde la
elaboracién conservado entre -10 y 40 °C; 2), 3) v 4) TRECE (13) me;
la fecha de elaboracién conservado: caja 1 y 2 entre -25 y -15 °C,
entre 2 y 8 °C y caja 5 entre 15 - 30 °C y que la composicion se det

10 a 12, 534 a 536 y 547 a 549.

ARTICULO 29.- Acéptense los proyectos de rotulos y Manual de Instr

fojas 109, 121, 133, 144 a 501, 559 a 915, 917 a 948, 950 a 981, 98

1016 a 1031, 1033 a 1048 y 1050 a 1065. Desglosandose fojas 133,

303 a 368, 559 a 625, 760 a 811, 917 a 948 y 1016 a 1031 debiendo
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los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el
impreso en los rétulos de cada partida.

ARTICULO 3°.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

Pueblos Libres”

i 4 2

elaborador

ARTICULO 49.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA se reserva el derecho de reexaminar los
métodos de control, estabilidad y elaboracién cuando las circunstancias asi lo
determinen.
ARTICULO 59.- Registrese, girese a la Direccién de Gestion de Informacion
Técnica a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifiquese al
interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposicidn,
junto con la copia de los proyectos de rotulos, manual de instrucgiones y el
certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-
EXPEDIENTE N° 1-47-3110-3178/14-4
DISPOSICION No: 9 ﬁé 2
Fd

"""

M
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PRODUCTQO:

1) GENETIC SEQUENCING INSTRUMENT - MiSegDx™: No aplica.
2) MiSegDx™ UNIVERSAL KIT 1.0: 96 determinaciones, conteniendo:

“2015 — Ao del Bicentenario del Congreso de tos|Pueblos Libres”

ANEXO

Sd4 2

Expediente N° 1-47-3110-3178/14-4

+ Cajal:
Reactivos de preamplificacién de la caja 1A:
Volumen
Componente Cantidad de
llenado
Tampén de 1tubo 4,32ml
hibridacion ]
Mezcla de extension- 1tubo 4,8ml
ligadura
Cebadores de indice 1tubo 192p1
A{A501)-H(A508) por
cebador
Cebadores de indice 1 Itubo 128pl
(AT01)-12 (A712) por
cebador
Polimerasa de PCR I1tubo 56ul
Mezcla maestra de l1tubo 2,8ml]

PCR

Reactivos de posamplificacién de la caja 1B:

Volumen

Componente Cantidad de
Hlenado

Diluyente de Itubo 4,6ml
normalizacion de
bibliotecas
Tampén de dilucion ltubo 4,5ml
De biblioteca
Contrel interno PhiX 1tubo 10ud

+« Caja 2:

Reactivos de posamplificacion de la caja 2:

Componcente

Cantidad

Cartucho de reaciivo
de MiSeqDx

2cartuchos
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o Caja 3:
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Reactivos de preamplificacion de la caja 3A:

Volumen
Componente Cantidad de
llenado
Tampén de lavado Ibotella 24ml
restrictivo
Tampdn de lavado ltubo 4,8ml
universal

Reactivos de posamplificacion de la caja 3B:

Volumen
Componente Cantidad de
llenado
Bolas de limpieza de ltubo 5ml
PR s
Lavado de 2tubos 4.8ml
normalizacion de
bibliotecas
Bolas de biblioteca + 1tubo 1,2ml
Celda de flujo 2 1 celda de flujo
MiSeqDx contenedores
+ Caja4:
Reactivos de posamplificaciéon de la caja 4:
Volumen
Componente Cantidad de
llenado
Solucién SBS de 2botellas 353, Iml
MiSeqDx{PR2)
o Cajab:

Reactivos de preamplificacién de la caja 5:

Componente

Cantidad

Placa del filtro

2 placas

Reactivos de posamplificaciéon de la caja 5:

LV
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Volumen

Componente Cantidad de
llenado

Tampdn de elucién ltubo 4,8ml
Tampdn de Itubo 3,5ml
almacenamiento de
biblioteca

3) MiSeqDxTM CYSTIC FIBROSIS CLINICAL SEQUENCING ASSAY: 48

determinaciones, conteniendo:

e Cajal:

Reactivos de preamplificacién de la caja 1A:

Volumen

Componente Cuntidad de
lienado

Grupo de ltubo 600l
Oligonucledtidos del
Ensayo de
Secuenciacidn clinica
De fibrosis quistica,
Tampon de Itubo 4,32ml
hibridacion
Mezcla de extensidn- ltubo 4,8ml
ligadura
Cebadores de indice ltubo 192ul
ClA503).D{AS04)y por
E(A303) cebador
Cebadores de indice Ttubo 128ud
1(ATOL), 2(AT02) ¥ por
1G{ATLD) cebador
Pelimerasa de PCR Itubo S6pi
Mezcla maestea de 1tubo 2.8ml
PCR

Reactivos de posamplificacién de la caja 1B:

Volumen

Compenente Cantidad de
lenado

Diluyente de ltubo 4.,6ml
anormalizacién de
bibliotecas o ettt e e
Tampén de dilucion ltubo 4,5ml
De biblioteca . .
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Centrol interno PhiX

Itubo JRUTH|

s (aja2:

Reactivos de posamplificacion de la caja 2:

Compoenente

Cantidad

[Cartucho de reactivo
e MiSeqDx: Ensayo
de secuenciacion clinica

de FQ

6eartuchos

e Caja 3:

Reactivos de preamplificaciéon de la caja 3A:

Vohunen
Componente Cantidad de
tenado
[Tampan de lavado Ibotella 24m]
restrictivo
[Tampon de lavado 1tubo 4 8ml
universal

Reactivos de posamplificacién de la caja 3B:

Componenie

Volumen
Cantidad de

Henado

Bolas de limpieza
de PCR

1 tubo Sml

Lavado de
nermalizacion de
bibliotecas

2tubos 4,8ml

Bolas de biblioteca

| tubo 1.2ml

Celda de fiujo de
MiSeqDx: Ensayo
de secuenciacién
clinica de la fibrosis
quistica

6eontenedores 1 celda de flujo

« Caja 4.

Reactivos de posamplificacion de la caja 4:

v
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Componcente

Cantidad

Volunten
de
Herado

Solucién SBS de
MiSeqDx{PR2):
Ensayo de
Secuenciacion clinica
de la fibrosis
quistica

6bosellas 353,lm!

e Cajas:

Reactivos de preamplificacién de la caja 5:

Volumen
Componente Cantidad de
Henado
Placa del filtro 6placas N/A

Reactivos de posamplificacion de la caja 5:

Yolunmen
Componente Cantidad de
Henado
Tampdn de elucion ltabo _4.8ml
Temponde 1tubo 3,5ml
almaccnamiento de
biblioteca

Pueblos Libres”

4) MiSeqDxTM CYSTIC FIBROSIS 139- VARIANT ASSAY: 96 determinaciones o
960 determinaciones, conteniendo:

e« (Cajal:

Reactivos de preamplificacion de la caja 1A:

Componente

Cant

tdad

960 determinaciones

96 determinaciones

Volumen
de
Henado

LV
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Grupo de 10 tubos 1 tubo 600ui
Oligonucleotidos de
{39 variantes de
fibrosis quistica
Tampdn de 10 rubos 1tubo 4,32ml
hibridacion
Mezcla de extension- 10 tubos ftubo 4 8ml
Hgadura
Cebadores de indice 10 tubos por l1tubepor 192ul
A{AS501)-H(A508) cebador cebador
Cebadores de indice 1 10 tubos por | tubo por 128ul
(AT01)-12 (AT712) cebador cebador
Polimcrasa de PCR 10 wbos 1 tubo B 56;;1 B
Mezcla maestra de 10 tubos 1 tubo 2,8m!
PCR
Reactivos de posamplificacion de la caja 1B:

Cantidad Volumen

Componente de
960 determinaciones | 96 determinaciones
llenado

Diluyente de 10 tubos 1tubo 4,6ml
normalizacidn de
hibliotecas
Tampdn de dilucion 10 tubos Itubo 4.5ml
de biblioteca
ConirolinternoPhiX ltubo Ttubo i0ut

o (Caja 2:

Reactivos de posamplificacién de la caja 2:

Componente

Cantidad

960 determinaciones

96 determinaciones

Cartucho de reactivo
De MiSeqDx del
ensayode139
variantes de FQ

20 cartuchos

2 cartuchos

e (Caja 3:

Reactivos de preamplificacion de la caja 3A:

LV
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Cantidad Volunien
Componente de
960 determinaciones ; 96 determinaciones
Henado
Tampdn de lavado 10 botellas 1 botella 24ml
restrictivo
Tampdn de favado L0 tubos 1 tube 4,8ml
universal
Reactivos de posamplificacion de {a caja 3B:
Cantidad Yalwmen
Caomponeite de
960 determinaciones | 96 determinaciones
llenado
Bolas de limpicza de 10 tubos 1 tbo Sml
PCR
Lavado de 20 tubos 2 wbhas 4,8ml
normalizacion de
 biblioecas . -
Bolas de biblicteca 10tubos Itubo 1,2m]
Celda de flujo de 20 2 1 celda de
MiScqDx del ensayo contenedores contenedores flujo
del 39variantesde
FQ
« Cajad:

Reactivos de posamplificacion de la caja 4:

Cantidad ¥olumen
Componente de
960 determinaciones | 96 detenminaciones
{lenado
SolucionSBS de 20botellas 2boteltas 353,1m?
MiSeqDx(PR2)del
ensayodel39

variantesdeF )
o Cajab:

Reactivos de preamplificacién de la caja 5:

Componente

Cantidad

960 determinaciones

96 determinaciones

LV
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Placa del filtro 20placas 2placas

Reactivos de posamplificacion de la caja 5:

Cantidad Yolumen
Caomponente de
960 determinaciones | 96 determinaciones
lienade
Tampén de elucidn 10 tbos ltwbo 4.8ml
Tampon de 10 tubos ltubo 3.5ml
alinacenamicnto de
hiblioteca
DISPOSICION N©: 9 4 4 :3
fd

Dr. LEQNAEREA MERNA
SUBADMINISTRARDR NACIBNAL
DECGRRTO N 1388/2015
ANMAMT.

12
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http://www.1Uumina.com

Instrumento MiSegDx ™

PARAUSODIAGNOSTICOINVITRO

N.° de catalogo DX-410-1001 e

Uso previsto

El instrumento MiSegDx de [llumina es un instrumento de secuenciacion que mide las sefiales de fluorescen
nucleétidos marcados mediante el uso de celdas de flujo y reactivos especificos del instrumento (MiSeqDx 1
Kit 1.0}, hardware de adquisicién de imagenes y software de analisis de datos. La plataforma MiSeqDx esté
para la secuenciacion selectiva de ADN gendmico humano de muestras de sangre total periférica. La platafq
MiSeqDx no est4 indicada para la secuenciacion de genoma completo o de novo. MiSeqDx esta disefiado pa
con kits de reactivos y ensayos de DIV suministrados por lllumina.

incipios del procedimiento

El instrumento MiSeqDx de Illumina se ha disefiado para la resecuenciacién selectiva de ADN gendmico hu
partir de muestras de sangre total periférica con consumibles proporcionados por Hlumina. El ADN genom
procesa mediante el procedimiento de preparacién de bibliotecas, que amplifica especificamente las regione
gendmicas previstas de cada muestra con los oligonucledtidos personalizados disefiados por el usuario, a la
también se afiaden las secuencias de captura de la celda de flujo y los indices a los productos amplificados.
La preparacién de bibliotecas consta de cuatro pasos clave: la hibridacién, la extensién-ligadura, la amplific
y la normalizacién de bibliotecas. Las bibliotecas de muestras normalizadas resultantes estan listas para la

secuenciacién en el instrumento MiSeqDx de IHumina mediante el uso de la quimica de SBS (secuenciacion

ititesis). La quimica de SBS se vale de un método basado en terminadores reversibles para detectar bases d¢

cia de
Universal
ndicada

rma
ra su use

mano a
co se

S
vez que

acion PCR

por

nucleétido tinico en la incorporacién a las cadenas de ADN en crecimiento. El software de analisis en tiempo real
(RTA) realiza andlisis de imégenes y llamadas de bases. Asimismo, asigna una puntuacion de calidad a cadﬁtbase de

cada ciclo de secuenciacion. Cuando finaliza el andlisis principal, el software MiSeq Reporter del instrumen

O

MiSeqDx procesa las llamadas de bases mediante el andlisis secundario, que incluye el demultiplexado, 1a generacién

de archivos FASTQ, la alineacién, las lamadas de variantes y la generacién de archivos VCF que contienen
informacién sobre las variantes que se encuentran en posiciones especificas en un genoma de referencia.

! imitaciones del procedimiento

1 Para uso diagndstico in witro.
2 Este producto ofrece 1o siguiente:
- Rendimiento de secuenciacion: Mas de 1 Gb
— Lecturas: Mas de 3 millones
— Longitud de lectura (en experimento "paired-end"): 2 x 150 bp
— Bases por encima de Q30: Mas de 75 % (méas de un 75 % de las bases tiene una puntuacion de
seglin la escala de Phred superior a 30, lo que implica una precisién de llamada de bases supe
99,9 %)

calidad
rior al

3 Las variantes en experimentos homopoliméricos de més de ocho bases se filtraran en los archivos ¥ CF

(filtro R8).
4  Seha validado el sistema para la deteccion de variantes de nucledtido tnico y deleciones de hasta
La evaluacién de inserciones de una base se ha limitado a tres inserciones diferentes en tres cromo,

independientes,
Febrero de 2014 N2 de referencia 150
Dra. &
DIRECT

MN 14 471
BIOSYSTEMS S A.

|
|

tres bases.
50mMas

AESP | 1
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5 El sistema presenta problemas a la hora de detectar deleciones ¢ inserciones de una base entfy
homopaoliméricos como, por ejemplo, poli-A.

6 [l sistema MiSeqDx se ha diseftado para ofrecer resultados cualitativos {es decir, de genotipo).

7 Aligual que con cualquier flujo de trabajo basado en hibridacion, los polimorfismos o las mutaciores
subyacentes en regiones de ligadura de oligonucledtidos pueden afectar a los alelos que se estén
comprobando y, en consecuencia, a las llamadas realizadas.

8 La cobertura minima recomendada por amplicon necesaria para obtener una llamada de variantes jprecisa

(Q(max_gt | poly_site) >= 100) es de 75x.

Componentes del producto
MiSeqDx de Hlumina consta de lo siguiente:

* Instrumento MiSeqDx (n.2 de catalogo DX-410-1001)
Se requieren los siguientes componentes de software para el funcionamiento de MiSeqDx y el andlisis de datos:

Aplicacion l

de Funcion ' Descripcion

software ‘

MOS: Controla el | La aplicacion de software de MOS controla el fundonamiento del instrumento durante la

Sisterma fundionamiento | secuenciadién y gencra imagenes para que las utilice el software de analisis en tiempo real

operativo | del (RTA).

de instrumento.

MiSeqDx ‘

RTA: Realiza el La aplicacién de software de RTA convierte las imagenes que genera MOS de cada glaca por

Software | analisis cicdo de experimento de secuendacion en archivos de lamadas de bases, que son entradas del

de andlisis | prindpal. software MiSeq Reporter. La aplicacién del software de RTA no contiene interfaz dg usuario.

en tiempo

real

MiSeq - | Realizael Fi software MiSeq Reporter procesa las llamadas de bases mediante el analisis secundario, que

Reporter analisis incluye el dernultiplexado, la generacion de archivos FASTQ, la alineacidn, las llamadas de
secundario. variantes y la generacién de archivos VCF que contienen informacion sobre las varlantes que

se encuentran en posiciones especificas en un genoma de referendia.

Almacenamiento y manipulacion

Elemento Especificacién
Temperatura Transporte y almacenamiento: Entre -10 °C y 40 °C (entre 14 °F y 104 °F)
Condidones de fundonamiento: Entre 19 °C y 25 °C (entre 66 °F y 77 °F)
Humedad Transporte y almacenamiento: Humedad sin condensacion
Condiciones de funcionamiento: Humedad relativa del 30 % al 75 % (sin condensacién)

Materiales y equipo necesarios no suministrados

Consumibles de secuenciacion
MiSeqDx Universal Kit 1.0 (n.? de catalogo DX-103-1001)

{
2 1 N.° de referencia 15050260 Rev. AESP Febrero de 2014
i 4
) \ Li eiaﬁz@gff Dra. SILVINA ZANELA
. od DIRECTORA TEGNICA
iy ¢ Bipsystems S.A. MN 14.421

BIOSYSTEMS 5.A.
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Antes de iniciar un experimento, aseglrese de que estén disponibles los siguientes consumibles proporcionados por el

Consumibles proporcionados por el usuario

usuario.

Consumible Finalidad

Paiios humedecidos en alcohol isopropilo al 70 % Limpieza del soporte de la celda de flujo
o

etanol al 70 %

Toallita de laboratorio sin pelusa Limpieza de la platina de la celda de flujo
Toallitas limpialentes de 4 pulg. x 6 pulg. Limpieza de la celda de flujo

Tween 20 Lavado del instrumento

Pinzas de plastico de punta cuadrada {opcionales) Extraccidn de la celda de flujo del contenedor de

transporte de celdas de flujo
Agua sin ARNasa ni ADNasa Lavado del instrumento

Directrices para el agua sin ARNasa niADNasa
Utilice siempre agua sin ARNasa ni ADNasa para los procedimientos del instrumento. No utilice nunca agua de grifo
ni desionizada. Cualquiera de los siguientes son ejemplos aceptables:

* Agua de 18 megaohmios (M(Q2)
*  Agua Milli-Q

*  Agua Super-Q

* Agua de biologia molecular

Advertencias y precauciones
%-V PRECAUCION

Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a medicos u otros facultativos, o bajo
prescripaidn de estos, que se encuentren autorizades en virtud de la legislacion del estado en el que
ejercen su profesion para utilizar u ordenar la utilizaddn de este dispositivo.

1 Algunos componentes de los reactivos proporcionados por IHumina para su utilizacién con el instrumento
MiSeqDx contienen formamida, una amida alifatica que es una toxina reproductiva probable. Consulte los
prospectos de los productos correspondientes para obtener més informacion. Evite su inhalacién o [ngestion,
0 el contacto con la piel o los ojos, pues podrian producirse lesiones. Deseche los contenedores y log
contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener mas
informacién, poéngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina. ‘

2 Algunos componentes de los kits de reactivos proporcionados por Illumina contienen 2-mercaptoetanol, un
agente reductor. Consulte los prospectos de los productos correspondientes para obtener mas informacion.
Evite su inhalacién o ingestidn, o el contacto con la piel o los ojos, pues podrian producirse lesiones. Utilice
el kit en un 4rea bien ventilada y deseche los contenedores y los contenidos no utilizados de acuerdo con las
normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener mas informacidn, péngase en contacto ¢on el
servicio de asistencia técnica de Illumina.

3 Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.

4  Elincumplimiento de los procedimientos descritos puede provocar resultados erréneos o una redudcion

considerable de la calidad de las muestras.

Tenga en cuenta las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba ni fume

en las zonas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables y batas de laboratorio para la man pulacidn

de muestras y los reactivos del kit. Lavese bien las manos tras ta manipulacion de muestras y rea “tivos del
kit.
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Wy

Se precisa seguir practicas de laboratoric adecuadas y procedimientos dptimos en n%}g:r:i L ds
laboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminacién de reactiv&;?ﬂsj_ﬁfn%ét

muestras de ADN gendmico. La contaminacion mediante PCR puede arrojar resultados poco precis

fiables.

El emparejamiento de muestras de indice debe coincidir exactamente con la hoja de muestras. Las

incoherencias entre la hoja de muestras y la disposicion de placas provocara la pérdida de identifig

muestras positivas y la generacidon de informes con resultados incorrectos.
9

lograr una densidad de grupos homogénea en la celda de flujo de MiSeqDx.

Cumpla los tiempos de incubacidn especificados en los pasos de normalizacion de bibliotecas tal y
describe en el prospecto del reactivo correspondiente. Una incubacién inadecuada puede afectar a |
representacion de bibliotecas y la densidad de grupos.

10

11
ordenador frente a virus informaticos. Consulte el manual del usuario para obtener instrucciones a

instalacion,
No utilice el instrumento MiSeqDx con ningtn panel extraido. La utilizacion del instrumento con a

estos paneles retirados constituye una posible exposicion a la tensién de linea, asi como a tensiones
No toque la platina de la celda de flujo del compartimento de la celda de flujo. El calentador de este

compartimento funciona a una temperatura entre 22 °C y 95 °C, por lo que podria causar quemadu
El instrumento pesa aproximadamente 57 kg (126 libras) y podria provocar lesiones graves si se ca
maneja de forma indebida.

Notas del procedimiento

El rendimiento por experimento de MiSeqDx puede oscilar entre § y 48 muestras. Los cebadores de indice
durante la amplificacién PCR se deben elegir en funcién del rendimiento final de muestras que se desee co
garantizar la diversidad de la secuencia de indice.

' NOTA

MiSeqDx utiliza un LED verde para secuenciar bases G/T y un LED rojo para secuenciar bases A/C. En cad

b
-

uno.

a_dehigict]

Para evitar la contaminacidn, asegurese de que las areas de preamplificacion y posamplificacion di
de equipos especializados (tales como pipetas, puntas de pipetas, mezcladores vorticiales y centrifu

Durante el paso de normalizacion de bibliotecas del prospecto del reactivo correspondiente, es muy)
importante resuspender por completo el pellet de las bolas de la biblioteca. Esto resulta fundaments

Se recomienda encarecidamente instalar un software antivirus proporcionado por el usuario para p

Para obtener un rendimiento maximo, proceda con la preparacidn de bibliotecas de hasta 96 muestra
continuacién, divida las muestras en dos experimentos de secuenciacion con un maximo de 48 muest

e en
US Y
05 Y

spongan
gadoras),

acion de

| para

COomo se
a

roteger el
~erca de la

lguno de
de CC.

B

ras.
C0OS5e

utilizados
n el fin de

sy, a
ras cada

a ciclo, se

debe leer, al menos, uno de los dos nucleétidos de cada canal de color para garantizar un registro adecuado. Resulta
importante mantener el equilibrio de colores de cada base de la lectura de indice que es objeto de secuenciacion, ya

que, de lo contrario, se podria producir un error de registro durante la secuenciacion de la lectura del indi

Si la secuenciacién es inferior a 48 muestras en un experimento de secuenciacion, seleccione los indices aprd

acuerdo con sus secuencias para mantener el equilibrio de colores en los canales verde y rojo. Como minim

experimentos con entre 8 y 48 muestras deben incluir las combinaciones de cebadores de indice que se mue

prospecto del MiSeqDx Universat Kit 1.0.

Para procesar con precisién experimentos mas pequefios, se debe disponer de un minimo de ocho muestras

Le.

piados de
b, los
stran en el

Si no se

dispone de seis muestras inicas (excluidos los controles positivos y negativos), se puede completar el experimento

con duplicados de muestras o con cualquier muestra de ADN gendémico humano. Consulte el prospecto de] MiSeqDx
Universal Kit 1.0 para obtener informacién sobre el conjunto minimo de indices con equilibrio de color quejutilizar
para los experimentos de secuenciacién de ocho muestras.
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Irstrumen

0 MiSeqDx™

Instrucciones de uso

proporcionados en el MiSeqDx Universal Kit 1.0.

Preparacion de la hoja de muestras de MiSeqDx

1

(3]

9442

En la pantalla Welcome (Bienvenida) de Gestor de la lista de trabajos de Illumina, seleccione Create Worklist

{Crear lista de trabajo).

En el campo Test Type (Tipo de prueba), seleccione MiSeqDx Universal.

En el campo Worklist Name (Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre para la hoja de
Si se usa el ID alfanumérico del codigo de barras del cartucho de reactivo para el nombre de Ia

muestras.
hoja de

muestras, el Software operativo de MiSeq (MOS) encontrara la hoja de muestras autométicamerjte.
— Sise asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el boton Browse (Examinar) del Goftware

operativo de MiSeq (MOS) para localizar la hoja de muestras correspondiente.
[Opcional] Escriba una descripcion para identificar el experimento.
Asegurese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento.
Seleccione Next (Siguiente).

Introduccion de informacién de la muestra
En la ficha Table (Tabla) o la ficha Plate (Placa), introduzca la siguiente informacioén de cada pocillo que

i

5

contiene muestra:
a Sample ID (ID de muestra): Introduzca un 1> de muestra tinico.
b
lectura del indice.
C
las muestras del pocillo especifico.

[Opcional] Para registrar informacién mas detallada sobre las muestras, introduzca un nombre y una

descripcion para la muestra.

[Opcional] Para identificar controles en la placa, seleccione Negative (Negativo) o Positive (Positivo

men( desplegable Control (Control).

Vaya a la ficha Plate Graphic (Grafico de placa) y utilice la opcion Copy to Clipboard (Copiar al
portapapeles) o Print (Imprimir) para capturar una imagen de la placa de muestras.

Seleccione Finish (Finalizar).

Preparacion de muestras

Se deben seguir los pasos descritos a continuacion de acuerdo con las instrucciones de uso del prospecto de

MiSeqDx Universal Kit 1.0:

b Febrero de 2014

\

Hibridacién de grupo de oligonucledtidos
Eliminacion de oligonucledtidos sin ligar
Extension-ligadura de oligonucledtidos ligados
Amplificacién PCR

Limpieza de PCR

Normalizacién de bibliotecas

Agrupacidn de bibliotecas

3
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Instrumento MiSeqDx™

Preparacion del cartucho de reactivo

Inspeccién del cartucho de reactivo

Preparacion de muestras para secuenciacion

8

™

14 2

1 Descongele el Cartucho de reactivo de MiSegDx con un bario de agua con suficiente agua desionizada a
temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho de reactivo hasta la linea de agua impresa en
este. Tenga en cuenta que el agua no debe sobrepasar la linea de nivel maximo de agua.

2 Descongele el cartucho de reactivo en el bafio de agua a temperatura ambiente durante aproximadamente
una hora o hasta que se haya descongelado por completo.

3 Saque el cartucho del bafio de agua vy dé unos suaves toques en la mesa para que el agua salga della base del
cartucho. Seque la base del cartucho, Aseglirese de que no haya salpicaduras de agua en la parte spperior del
cartucho de reactivo.

1 Invierta el cartucho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados y, a continuacion,
compruebe visualmente que todas las posiciones estén descongeladas.
» NOTA

- . A 13 .
Es esencial que los reactivos del cartucho estén completamente descongelados y mezdlados para garantizar
una correcta secuenciadon.

2 Inspeccione visualmente el reactivo de la posicion 1 para asegurarse de que se haya mezclado
completamente y ne presente precipitados.
3 Golpee suavemente el cartucho en la mesa para reducir las burbujas de aire en los reactivos.

] NOTA
ﬁv Los tubos del dispensador de MiSeqDx acceden al fondo de cada depdsito para aspirar los reactivas, de modo
que resulta importante que estos no presenten burbujas de aire.

4 Coloque el cartucho de reactivo en hielo 0 almacénelo a una temperatura entre 2 °C y 8 °C (hasta seis horas)
hasta que esté listo para configurar el experimento. Para obtener unos resultados optimos, proceda
directamente con la carga de la muestra y la configuracion del experimento.

1 Deje que el Tampon de dilucién de biblioteca alcance la temperatura ambiente. Agite el Tampon de|dilucidn

de biblioteca y asegurese de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo.

Si la placa SGP se ha almacenado congelada, descongélela a temperatura ambiente.

Centrifugue la placa SGP a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo PAL).

Determine las muestras que se deben agrupar para la secuenciacion. Es posible agrupar un maximo de 48

muestras para su secuenciacion.

6 Sila placa SGP se ha almacenado congelada, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar pipeteando
arriba y abajo entre tres y cinco veces.

7 Transfiera 5 ul de cada biblioteca que se deba secuenciar de la placa SGP, columna por columna, a una
gradilla de ocho tubos de PCR. Selle 1a placa SGP con un sello adhesivo para placas y resérvela.
* NOTA

7 Tras su uso, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C. La placa SGP
seliada permanece estable hasta tres dias.

A N

8 Combine y transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL. Mezcle bien el fubo PAL,

9 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo DAL).

10 Afada 585 pl de Tampdn de dilucion de biblioteca al tubo DAL.

11 Afada 6 ul de 20 pM de Control interno PhiX al tubo DAL. Pipetee arriba y abajo entre tres y cincg veces
para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.

12 Transfiera 9 ul de PAL al tubo DAL que contiene Tampén de dilucion de biblioteca. Pipetee arriba y abajo
entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.
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Instrumento MiSegDx™

13 Mezcle la DAL agitando el tubo tan rapido como pueda.

14 Centrifugue el tubo DAL a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

15 Incube el tubo DAL en un bloque de calor a 96 °C durante dos minutos.

16 Tras la incubacidn, invierta el tubo DAL una o dos veces para mezclar y, a continuacion, coléquelo
inmediatamente en el bafto de agua con hielo.

17 Mantenga el tubo DAL en el baiio de agua con hielo durante cinco minutos.

1 2

Carga de bibliotecas de muestras en cartuchos

1 Utilice una punta de pipeta de 1 ml independiente, limpia y vacia para perforar el sello metalico sifuado por
encima del depdsito del cartucho de reactivo etiquetado como Load Samples (Carga de muestras).
Pipetee 600 ul de las bibliotecas de muestra en el depésito Load Samples (Carga de muestras). Progeda con
cuidado para evitar tocar el sello metalico al dispensar la muestra,
Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depdsito tras la carga de muestras. En caso de qug haya
burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas.
3 Continte directamente con los pasos de configuracién del experimento con la interfaz del Software bperativo

de MiSeq (MOS).

]

Configuracién del experimento

1 Inicie sesién en el Software operativo de MiSeq (MOS).

2 Seleccione Sequence (Secuenciar).

Se abrird un conjunto de pantallas de configuracién del experimento en el siguiente orden: Select Run Type

(Seleccionar tipo de experimento), Load Flow Cell (Cargar celda de flujo), Load Reagents (Cargar reactivos},

Review (Revisar) y Pre-Run Check (Comprobacién previa al experimento).

Seleccione Diagnostic Run (Experimento diagndstico).

4 Cuando aparezca la pantalla Load Flow Cell (Cargar celda de flujo), limpie la celda de flujo y, después,
carguela.

5  Cierre la puerta del compartimento de la celda de flujo y el cierre de la celda de flujo. ‘
Tanto el cierre como la puerta del compartimento deben estar cerrados antes de iniciar el experimen to.
Cuando la celda de flujo esta cargada, el software lee y registra la RFID. Aparecera una confirmacion de que
la RFID se ha leido correctamente en la esquina inferior derecha de la pantalla.

6 Cuando aparezca la pantalla Load Reagents (Cargar reactivos), vacie la botella de residuos, cargue la botella

de Solucién SBS de MiSeqDx (PR2) y, a continuacién, cargue el cartucho de reactivo.

Cuando la botella de solucién SBS de MiSeqDx (PR2) y el cartucho de reactivo estdn cargados, el so{tware fee

y registra la RFID. Aparecera una confirmacién de que la RFID se ha leido correctamente en la esquina

inferior derecha de la pantalla.

Seleccione la hoja de muestras correspondiente.

El software buscard de forma predeterminada un archivo de hoja de muestras cuyo nombre coincida con el

namero del cédigo de barras del cartucho de reactivo cargado en el instrumento.

8 Confirme la configuracién del experimento y los resultados de la comprobacion previa al experimento.

9 Inicie el experimento.
La pantalla Sequencing {Secuenciacion) se abre cuando empieza el experimento, Esta pantalla propprciona
una representacién visual del experimento en curso, incluidas las intensidades y las puntuaciones te calidad
{puntuaciones Q).

(%]
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El software de andlisis principal integrado (analisis en tiempo real [RTA]) realiza anéﬁﬁé‘dé’:if?}ééenes y llamadas de

bases. Asimismo, asigna una puntuacién de calidad a cada base de cada ciclo de secuenciacidn. Cuando finaliza el

andlisis principal, el software MiSeq Reporter del instrumento MiSeqDx inicia el andlisis secundario, tal y como se

describe a continuacidn,

Demultiplexado
El demultiplexado es el primer paso en el anélisis si la hoja de muestras contiene varias muestras y el experimento
tiene lecturas de indice. El demultiplexado separa datos de las muestras agrupadas en funcién de las secuencias de
indice cortas que marcan las muestras de diferentes bibliotecas. Cada secuencia de lectura del indice se compara con
las secuencias de indice especificadas en la hoja de muestras. En este paso, no se considera ningtin valor dmlidad.

Generacién de archivos FASTQ
Tras el demultiplexado, MiSeq Reporter genera archivos intermedios en formato FASTQ, que es un formato|de texto

empleado para representar secuencias. Los archivos FASTQ contienen las lecturas de cada muestra y las puntuaciones
de calidad, excepto las lecturas de los grupos que no hayan superado el filtro, La puntuacién de calidad Qse calcula
del siguiente modo: -10 log,, P, donde P es la probabilidad de que la llamada de bases sea incorrecta.

Alineacion
La alineacién compara secuencias con la referencia para identificar una relacion entre las secuencias y asigna una
puntuacién en funcién de las regiones de similitud. Las lecturas alineadas se escriben en archivos con formato BAM.
En el caso del MiSeqDx Universal Kit 1.0, MiSeq Reporter utiliza un algoritmo de Smith-Waterman de bandas que
realiza las alineaciones de secuencias Jocales para determinar regiones similares entre dos secuencias.

Llamadas de variantes
En el caso del MiSeqDx Universal Kit 1.0, MiSeq Reporter utiliza el llamador de variantes Starling, que llama a SNP y
pequefias inserciones y deleciones. Asimismo, realiza el resumen de la profundidad y la probabilidad de cada
posicién en el genoma. Starling genera informes en formato HTML de SNP e inserciones y deleciones, asi como

archivos de texto delimitado por tabulaciones con variantes en formato VCF. Para obtener informacién sobre cémo
calcular resultados a partir de los archives VCF, consulte la Guia del usuario de MiSeq Reporter (ntde refererlzcia

15039188).

Caracteristicas de rendimiento

Precision
Se Hevaron a cabo tres estudios independientes para evaluar la precisién de la plataforma MiSeqDx.

Estudio 1
En este estudio se ha empleado un ensayo tipico disefiado para buscar una variedad de genes en 24 434 bases de
19 cromosomas diferentes con posibles exones clinicamente relevantes. Las 13 muestras unicas utilizadas en pste
estudio corresponden a dos padres y 11 nifios que varios laboratorios habian secuenciado con frecuencia mediante
diferentes metodologias de secuenciacién. Seis muestras pertenecen a mujeres y siete muestras, a hombres. Se
determin la precisién de las variantes de nuclestido tnico (SN'V) mediante la comparacion de los datos del estudio
con una base de datos de referencia bien fundamentada. La secuencia de la base de datos de referencia se obtuvo a
partir de la combinacién de varias metodologias de secuenciacién, datos ptiblicos e informacién hereditaria; Se creé la
siguiente tabla para evaluar la precision del sistema en funcion de los datos del primer experimento del estudio. No
se repitié ninguna prueba de este estudio.

Los resultados de este estudio se muestran a continuacion.
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fabis | Datos de precision en el nivel del amplicdn del estudio 1 para la plataforma MiSeqDx

9 I N.° de referencia 15050260 Rev. A ESP

N.° de N.° de N.? de % de
Tamarfio del Contenido N.t de N.° total de N.2 de llamadas .
) . ausencia Namadas llamadas llamadas
Amplicon Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que .
Do analizado! amplicon unicas analizadas? se pudo realizar® de correctas por tnearrec correc
%o P llamadas* muestra’® tas® tas?
3
% 1 1 132 Poli-C (5), 13 15 132 0 132 0 100
o] 63 % GC
A 2 1 128 Poli-T (5) 13 15 128 0 128 0 100
3 2 133 - 13 15 133 | 0 133 0 100
4 2 119 - 13 15 119 0 119 0 100
5 2 127 Poli-T {5} 13 15 T 127 0 127 0 100
6 2 135 Poli-A (6} 13 15 135 0 135 0 100
7 2 122 Poli-T (5), 13 15 122 0 122 0 100
Poli-C (5)
8 2 110 Poli-T (5) 13 15 110 0 110 0 100
98 2 131 T Poli-A (14) 13 15 130-131 0 A.[- 130-131 9 99,54
i 10 2 117 - 13 15 117 0 117 0 100
11 2" 121 - 13 15 T]Z] 0 121 0 100
D12 2 114 . 13 15 114 0 114 0 100 )
13 2 rl 29 Poli-A (5) 13 15 129 0 129 0 100 CD
14 3 131 Poli-A (5), 13 15 131 0 131 0 100 |
: Poli-T (5) A
@ e — e e — —
8 15 3 130 - 13 15 130 TO 130 0
=<
% M6 3 130 : 13 15 130 0 130 0
N L _ e
=z n
N
e
By 7 ———
> 5
>>
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N e @ or
- Tamaiio del Contenido N.% de N.° total de N.° de llamadas N*de . N2 de N de ‘o de
@® . o ausencia 1lamadas Namadas llamadas
Amplicén Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que .
256 . a4 . L . 2 . de correctas por incorrec- correc-
PR analizado amplicdn unicas analizadas se pudo realizar® s . R
e 5 Hamadas muestra’ tas tas?
3
“RG 17 3 117 - i3 15 117 0 117 0 100
e - = f
R D . 18 3 136 Poli-T (3) 13 15 136 0 136 0 100
P r —_—— - .
19 l 3 l 131 ! Poli-T(5), 13 | 15 t g3 0 131 0 100
L] | S |
r - ol
20 3 123 Poli-A {5) 13 15 123 0 123 0 100
R e ——— ——— R -
21 3 117 ‘[ Poli-A (6), 13 15 117 0 117 0 100
Poli-T{5),
Regién homdéloga
en un cromosoma
diferente
| 22 3 119 " Regionhoméloga 13 15 119 0 119 0 100 .
1 en un cromosoma .
L diferente I
23 3 120 ]_ - 13 15 —[ 120 0 120 0 .| 100
Py 3 129 Poli-T (5) 13 15 129 0 129 0 100 |
25 4 133 Poli-C (7), 13 15 133 0 133 0 100
66 % GC
- — -
| 26 4 133 Poli-C (5), 13 15 135 0 135 0 100 I
! 69 % GC
27 4 123 i SNV 13 15 123 0 123 T 0 T 100
—— ——— - = Pl
i 28 4 134 - 13 15 134 0 134 0 100 \D
29 4 132 - 13 15 132 0 132 0 - 200 W
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o Q 2 D/
Tamaifio del Contenido N.* de N.° total de N.* de liamadas N°de . N2 de N.=de o de
L. ausencia llamadas Hamadas llamadas
Amplicon Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que .
. . . . . de correctas por incorrec- correc-
analizado’ amplicon unicas analizadas? se pudo realizas®
llamadas* muestra’ tas® tas’
\ 30 4 121 Poli-A (5), 13 15 121 0 121 0 100 !
SNV I
N 4 125 - 13 15 125 0 125 T 0 100
—— - — e —— - i ——
o 32 4 134 Poli-T (5) 13 15 134 0 134 0 100 .
B - — -_———— —_— —_ a
33 4 118 - 13 15 118 0 118 0 100
—_— — —
‘ 34 4 122 Poli-A (5) 13 15 122 0 122 0 100
35 4 131 - 13 Tl:’i 131 0 131 0 100
. 36 4 133 . 13 15 133 0 133 0 100 =
L —— [ - —a
37 4 128 Poli-T {6) 13 15 128 0 128 0 FOO
| 38 4 131 A 13 15 131 0 131 0 100
39 4 129 | Poli-A (3), 13 15 129 0 129 0 100
Poli-T (5),
SNV
I 40 4 133 Poli-T (3), 13 15 133 0 133 0 100
| SNV
- g - — —— "
41 4 112 SNV . 13 15 112 0 112 0
i 42 4 133 - 13 15 133 0 133 0
4 135 - i3 15 135 0 135 0
4 122 - 13 15 122 0 122 0
4 117 - 13 15 17 0 117 0

v'S8 SW.BLSASOIE
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— ﬁh
i N.o de N.2 de N.ode % de
Tamano del Contenido N.2de N.? total de N.* de llamadas .
L . ausencia Hamadas 1lamadas llamadas
Amplicon Cromoesoma fragmento genomico del muestras muestras por muestra que .
. . . ) ) de correctas por incorrec- correc-
analizado’ amplicdn anicas analizadas? se pudo realizar®
ltamadas? muestra® tasf tas’
I 460 4 124 : 13 15 125 0 125 0 100 |
47 4 117 Poli-T (5) 13 15 117 0 117 0 100
- — Ml
48 4 128 Poli-A (7) 13 - 15 128 0 128 0 100 '
49 4 123 Poli-A (6) 13 T 15 123 0 T 123 0 100
I ] ] —
[ 50 4 133 : 13 15 133 f) 133 0 100 1
— i
51 4 112 - 13 15 112 0 112 0 100
52 4 129 i 13 15 129 0 129 0 100 |
53 4 126 - 13 15 126 0 126 0 100
F o i
¢ 54 4 132 - 13 15 132 10 132 0 100
L :_ i
55 5 131 - 13 15 131 0 131 0 100
- —
36 5 - 119 - 13 15 119 10 119 -0 100
57 5 120 Poli-A (5) 13 15 120 0 120 0 100
58 3 119 - 13 15 119 L0 119 0
39 5 118 T 13 15 118 0 118 0
| 60 5 112 : 13 15 112 o 112 0
61 5 120 - 13 15 120 0 120 0
5 120 Poli-A (5) 13 13 120 er 120 0
5 115 TCT(S) 13 15 115 0 115 0

12 | N.° de referencia 15050260 Rev. A ESP Febrero de 2014
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\ i0 0
Tamaito del Contenido N.* de N.° total de | N.° dellamadas N.de . N2 de N de o de
. . ausencia Hamadas liamadas Namadas
Amplicén Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que .
. . .. . . de carrectas por incorrec- correc-
analizad o’ amplicén unicas analizadas? se pudo realizar®
llamadas?* muestra® tast tas’
1 64 5 112 SNV 13 13 112 0 112 0 100
65 5 135 Poli-T (6) 13 15 135 0 l 135 0 100
L 66 5 13 63 % GC 13 15 131 i 0 131 0 100
67 5 121 - T 13 15 121 0 121 0 100
1; 68 5 132 Poli-A (6), 13 15 132 ;0 132 0 100
: Poli-T (8) L. - —— . .
69 7 133 - 13 15 133 0 133 0 100
70 7 120 60 % GC 13 15 120 0 120 0 100
71 7 135 - i3 15 135 0 135 0 100
— —_—— [ e - - - Lk ——
L 72 7 126 Poli-A (5), 13 15 126 0 126 0 100 :
i 59 % GC L . ; ) R o
[ I
73 7 134 - 13 15 134 0 134 0 100
r . _ = ——————— e ey
D74 7 122 Poli-C (5), 13 15 122 10 122 0 100 '
. .
5 63 % GC o I R
—
75 7 127 59 % GC; 13 15 127
SNV
| 76 7 123 - 13 15 123
77 7 125 - 13 15 125
U -
o 78 7 133 Poli-A (5), 13 15 133
N Poli-T {5)
<3 e e o - — -
A D2
RS
wNmN
» zZ
» ol
>5
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~

i I o o 0;)
Tamafo del Contenido N.°de MN.9 total de N.2 de llamadas ;\Ls:i_a : dr;_‘s ::;n:la:as I’l ded
Amplicon Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que ausenc amads . amadas
. . L. . . de correctas por incorrec- correc-
analizado’ amplicon Gnicas analizadas? se pudo realizar®
Ilamadas? muestra’ tas® tas’
79 7 116 - 13 15 116 0 1 116 0 100
I. 80 7 135 - 13 15 135 0 135 -0 100
81 7 118 - 13 15 118 Yo 118 0 100
82 7 136 67 % GC 13 15 136 0 136 -0 100 )
83 7 131 58 % GC 13 15 131 0 131 0 100
r_84 7 119 Poli-G (6), 13 15 119 0 119 0 100 1
61 % GC
85 7 122 Poli-T (5) 13 ‘T 15 122 0 122 0 100
[ 86 7 123 Poli-A (6) 13 15 123 0 123 0 100 '
87 8 127 60 % GC 13 15 127 0 127 0 100
| 88 8 129 57 % GC 13 15 129 0 129 0 100 )
89 9 130 Poli-T (5} 13 15 130 0 130 0 100
[ 90 9 116 - 13 15 116 0 116 0 100
91 9 119 Region homaologa 13 15 119 0 119 0 100
©n un cTOMmoSsoma
diferente
92 9 121 - 13 15 121 0 121 0 100 X
[ ©
93 9 117 Regién homdloga | 13 15 17 0 17 0 100
en un qomosoma
diferente
9 114 - 13 15 114 0 114 0
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‘Wé—-—
2 [4]]
Tamaiic del | Contenido N2 de N.9total de | N dellamadas N7 de. N2 de N de %o de
. L. ausencia Ilamadas llamadas Hamadas
Ampiicén | Cromosoma | fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que .
. : . L . . de correctas peor incorrec- correc-
analizado? amplicoén dnicas analizadas? se pudo realizar®
Hamadas? muestra® tas® tas?
9510 9 129 Poli-A (14) 13 15 130 0 129 (de 130) 15 99,23
b 96 9 114 Region homéloga 13 15 114 0 114 0 00
! en un omosoma
! diferente;
i SNV
L —_ J— — J— — ——
97 9 122 - 13 15 122 ‘[ 0 122 0 100
r 98 9 127 Poli-A (5), 13 15 127 0 127 0 100 '
Poli-C (3)
' e ——
99 9 133 - 13 15 133 TO 133 0 100
100 9 138 64 % GC 13 13 138 0 138 0 100 :
|
101 9 139 - 13 15 139 0 139 0 .l 100
L 102 9 116 i 13 15 116 0 116 0 100 '
103 9 133 Poli-A (5), 13 15 133 0 133 0 100
57 % GC
104 9 138 57 % GC 13 15 138 0 138 0 100
105 9 136 Poli-C (5), 13 15 136 0 136 0
67 % GC
106 9 118 70% GC 13 15 118 0 118 0
107 10 128 62 % GC 13 15 128 0 128 0
108 10 120 60 % GC 13 15 120 0 120 0

15 ‘ N.? de referencia 15050260 Rev. A ESP
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: a I ¢ 2 Or
. Tamafio del Contenido N.t de N.° total de N.? de llamadas N de . N.* de N7 de ‘o de
L ausencia llamadas llamadas Hlamadas
= Amplicdn Cromosoma fragmento gendémico del muestras muestras por muestra que .
, . . .. _ ) de cormectas por incorrec- correc-
1) analizado® amplicén unicas analizadas? se pudo realizar®
% - lamadas* muestra® tas® tay’
o ,
3o 109 10 139 58 % GC; 13 15 139 0 139 0 100
o SNV
A 110 10 118 57 % GC 13 15 118 0 118 0 100
_ ————— e — . N . .
11 10 123 Poli-T (5) 13 T 15 123 0 “- 123 0 100
112 10 121 : 13 15 121 0 121 0 00
113 10 129 26 % GC 13 15 129 0 129 0 100
114 10 122 - 13 15 122 0 122 0 100 :
115 i0 124 Poli-T (3); 13 15 124 0 124 0 100
Region homdéloga
en un cromosoma
diferente
116 10 135 CA(4) 13 15 135 0 135 0 100
117 10 135 Poli-A (6); 13 15 135 0 135 0 100
Region homdloga
€N un romosoma
diferente
118 10 119 Poli-C (5); 13 15 119 0 119
SNV
119 10 125 - 13 T 15 125 0 125
P 120 10 131 - 13 15 131 0 131
121 10 4 117 - 13 15 117 0 117
122 10 116 - 13 15 116 0 116
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SNV

~
. . ‘ N.2de N.2de N.ode % de
Tamafio del Contenido N.%de N.° total de N.* de llamadas .
o o ausencia llamadas Iamadas llamadas
Amplicén Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que .
) . L _ . de correctas por incorrec- correc-
analizado? amplicén dnicas analizadas? se pudo realizar®
llamadas? muestra® tas® tas?
123 10 129 58 % GC 13 15 129 0 129 0 100
. e e [ o H-l——-'——_j
124 11 117 Poli-T (10} 13 15 117 ‘_r0 117 0 100 J
125 11 117 Poli-T (5) 13 15 117 0 -l- 117 0 100
—— A ek e e —
126 11 113 Poli-A (5} . 13 i5 113 10 113 0 100 '
127 11 129 - 13 15 129 0 129 0 100
128 1 121 Poli-T(5) 13 15 S 121 0 121 0 - 100 1}
129 11 123 - 13 15 123 0 123 0 100
130 11 127 Poli-A (6} 13 15 127 [(_J 127 0 100 1,
131 11 136 Poli-T (6) 13 15 136 0 136 0 100
132 1 132 Poli-T (5} 13 15 132 .rO " 132 0 100
N o - e - o e _a
133 11 115 - 13 15 115 0 115 0 ]- 100
134 11 17 Poli-T {8); 13 15 117 ‘FO o 117 0 100
19% GC ' | _ »
135 11 134 Poli-A (5); 13 15 134 0 134 0 100
Poli-T (5) S
136 11 131 Poli-A (5) 13 15 131 !0 131 . 0
137 11 133 26 % GC; 13 15 133 0 133 0
SNV
138 1 137 Poli-T (8); |13 15 137 0 137 T o

Febrero de 2014
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; Q 0r
Tamario del Contenido N.% de N.% total de N.2de llamadas N2 de . N.? de N5 de o de
o e ausencia llamadas Ilamadas [lamadas
Amplican Cromosoma fragmento gendmico del muestras | muestras por muestra que d )
. . .. . . e correctas por Lncorrec- correc-
analizado’ amplicén dnicas analizadas? se pudo realizas®
Ilamadas? muestra® tagé tas”
139 11 131 Poli-A (5) 13 15 13 0 131 0 100
—_ -
" 140 12 131 - 13 15 131 0 131 0 100
141 } 12 128 ] 13 15 128 0 I 128 0 T 100
142 12 133 Poli-A (5) 13 13 133 0 133 0 100 B
143 12 136 ; 13 15 136 0 ] 136 0 .{ 100
i_m 12 124 . 13 15 124 0 124 0 100 .
145 12 122 59 % GC 13 15 122 0 [ 122 0 I 100 '
- — |
146 13 122 ] 13 15 122 0 122 0 100 -
147 13 116 Poli-C (5) 13 15 116 0 I 116 I 0 T 100
{_143 13 133 ] 13 15 133 0 133 0 100 )
149 13 17 SNV 13 15 17 0 117 0o
" 150 13 124 Poli-T (6) 13 15 124 0 124 0
151 |13 123 Poli-T (5); 13 15 123 0 123 0
26% GC . U R
13 115 Poli-A (5) 13 15 115 0 115 0
13 125 ) 13 15 125 To ]- 125 0
13 121 i 13 15 121 0 121 0
13 123 ] 13 15 123 0 l 123 T 0
13 114 - 13 13 114 0 114 0
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Ned 0 N.o o
Tamano del Contenido N.% de N2 total de N.? de llamadas € . N.% de NS de o de
. . ausencia llamadas llamadas llamadas
Amplicén Cromosoma fragmenteo genomico del muestras muestras por muestra que )
. . .. . . de correctas por Incorrec- correc-
analizado? amplicon anicas analizadas? se pudo realizar®
7 llamadas? muestra® tas® tas’
§ o
L o] 157 13 119 - 13 15 119 U] 119 0 100
R\ E}S 14 122 58 % GC 13 15 122 0] 122 1t 100
159 L g 122 } 13 15 122 0 122 0 100
— e ke ——— - -
L 160 16 21 - 13 15 121 0 121 0 100 '
161 16 123 Poli-C (5) 13 15 123 0 123 0 100
Ea 17 119 - 13 15 19 0 119 0 100 )
i63 17 119 61 % GC 13 15 119 0 119 0 100
El_()tl 17 135 - 13 15 135 0 135 0 100
165 17 116 Poli-C (6); 13 15 116 0 116 0 100
60 % GC;
SNV
166 17 123 - 13 15 123 0 123 0 100 -
167 17 116 62 % GC 13 T 15 116 0 116 0 100
F]68 17 118 Poli-C (3); 13 15 118 0 118 0 100 .
i 65 % GC QD
169 17 129 - 13 15 129 0 129 0 100
I 170 17 131 Poli-G (6); i3 15 131 0 131 0 100 H
_ | 67 % GC; o
= ! SNV
2 - - Y
m L)
- 171 17 127 61 % GC 13 15 127 1] 127 0 J
v
m
nn
0 oz e
»
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i) ‘N o ] L1 1]
Tamaio del | Contenido N° de N.°total de | N.°de Namadas N de N2 de N2 de v de
o ausencia llamadas 1lamadas llamadas
Cromosoma fragmenlo genémico del muestras muestras por inuestra que .
. ‘s . . . de correctas por incorrec- correc-
analizado! amplicon tnicas analizadas? se pudo realizar®

llamadas? muestra® tas® tas”

17 118 Poli-C (5) 13 15 118 L 0 118 0 100

17 138 61% GC 13 15 138 0 I 138 0 100
17 131 58 % GC 13 15 131 0 131 0 100 )

18 112 - 13 15 112 0 I 112 0 100
176 18 124 . 13 15 124 o 124 0 100 |
- . . e e oo . Fi

177 18 134 Poli-A (6) 13 15 134 0 134 0 100
—. SR ISR I
178 18 129 - 13 15 129 0 129 0 100 i
. e e o 4

179 18 133 - 13 15 133 0 133 0 100
—_—l - — T e———
180 - 18 118 - 13 15 118 0 118 0 100 !
L i e e - FE R |

181 | 18 114 60 % GC 13 15 114 0 114 0 100
182 18 118 - ' 13 15 118 fo 118 . 0 100 )

183 19 122 Poli-G (6); 13 15 122 0 122 100
66 % GC e o |
184 19 139 64 % GC 13 15 139 o 139 0 w0 O
185 19 131 67 % GC 13 15 131 0 131 0 100
186 19 141 59 % GC; 13 15 143 0 141 0 100

Regidn homdloga
cn un CoMOsoma

diferente ; éf%*;.,,
£/ - ",.;

0 /3

o

+
Paan

/

|

'VS|ISHILSASOIE
b2e »t N
v”é 2}
Jaany

YOIN
VIINY
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Instrumento MiSeqDx™

o o ar
: Tamanio del Contenido N.* de N2 total de | N.° de 1lamadas N.fde ) N.¢ de N7 de ‘o de
) o ausencia Hamadas llamadas llamadas
Amplicon Cromosama fragmento genomico del muestras muestras por muestra que .
. .. . ] ) de correctas por incorrec- correc-
analizado! amplicén iinicas analizadas? se pudo realizas®
Ilamadas* muestra® tas® tag’
187 19 121 Poli-C (3); 13 15 121 0 121 0 100
72 % GC;
Region homéloga
en tn cromosoma
diferente
" 188 19 138 58 % GC 13 15 138 0 138 0 100
[ - J— ——- —- — —
189 19 123 64 % GC 13 15 123 4] 123 0 100
[ 190 19 138 ) 13 15 138 0 138 0 100
191 20 117 Poli-T (5) 13 15 117 0 117 0 100
{?)2 22 136 Poli-A (7) 13 15 136 0 136 0 100 B
193 22 122 Poli-A (5); 13 15 122 0 122 0 100
Poli-C (5)
" 194 2 122 62 % GC; 13 15 122 0 122 0 100 '
! SNV '
195 2 119 66 % GC 13 15 119 0 119 0 100

1 "Fragmento analizado" hace referencia al tamafio de la region gendmica secuenciada en bases, sin incluir cebadores especificos segun el objetivo.

2 El niimero total de muestras enumeradas es 15 porque dos de las 13 muestras Uinicas analizadas se procesarcn en dos duplicados independientes.

3 El nimero de muestras o llamadas que se pudo realizar es el nimero de bases que presentaban una calidad adecuada para que el sistema las llamara.

4 El nitmero de ausencia de llamadas es el nimero de bases de un amplicén que genera una ausencia de llamada en el experimento.

5 E) niimero de llamadas carrectas por muestra es el nimero de bases del amplicén llamadas que arrcjaron resultados que coincidian con el conjunto 19
secuencia de referencia del genoma humano y la referencia compuesta bien definida.

¢ El nimero de llamadas incorrectas fue el nimero total de llamadas incorrectas de SNV (variantes de nucledtido Ginico) o inserciones y deleciones en e
Se incluyen mas detalles sobre las llamadas incorrectas en las siguientes notas al pie.

21 | N.? de referencia 15050260 Rev. AESP
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7 El porcentaje de llamadas correctas es igual al indice de llamadas correctas de todas las bases del amplicén, donde la llamada correcta de las SNV (variantes de
nucledtido inico) o inserciones y deleciones se basa en informacion de referencia compuesta bien definida, y la lamada correcta de las bases en el resto de la
secuencia del amplicén se basa en la comparacion con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. Esta columna puede incluir més de un
resultado esperado para un amplicén dado si algunas de las muestras contienen una insercién/delecién y otras no como, por ejemplo, el amplicén 9. El porcentaje
de llamadas correctas de muestras con resultado incorrecto se muestra en la tabla.

"#'E] amplicén 9 incluye un experimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la'secliencia de referencia del genoma humano. No
obstante, la informacion de referencia compuesta bien definida para 7 de 13 muestras tiene 13 bases A en este experimento homopolimérico. En estas siete muestras,
esta delecién de un par de bases representa un falso negativo en el estudio de precisién de la secuenciacion de MiSegDx.

9 El amplicon 46 incluye una insercién de una base que se muestra en 9 muestras en la base de datos de referencia bien definida y se detecta correctamente en todas
las muestras analizadas.

1 El amplicén 95 incluye un experimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. No
obstante, las secuencias de referencia compuesta bien definidas para 13 de 13 muestras tienen 15 bases A en este experimento homopolimérico. En estas 13 muestras,
esta insercién de un par de bases representa un falso negativo en el estudio de precision de la secuenciacion de MiSeqDx.

:
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P2

La siguiente tabla contiene datos del estudio 1 presentados con la coincidencia de porcentaje negativo y positivo,
donde los resultados de las variantes se comparan con la informacién de referencia compuesta bien definida para los
célculos de la coincidencia de porcentaje positivo. Dado que la informacién de referencia compuesta solo proporciona

resultados de las variantes de nucledtido Unico y de las inserciones/deleciones, los resultados de la base no

variante se

comparan con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano para los célculos de la coindidencia de
porcentaje negativo. Todas las bases no variantes arrojaron una coincidencia del 100 % con la secuencia de referencia.
Todas las variantes de nucledtido Gnico arrojaron una coincidencia del 100 % con la secuencia de referencia. Las

variantes perdidas eran inserciones de una base o deleciones de una base en regiones homopoliméricas.

tabi: ? Coinddenda de los resultados de la llamada de bases de la plataforma MiSeqDx con los datos de referenciade

13 muestras bien definidas

% de . . . Bases no Coinciden- | [Coinciden-
N°d b Varnantes Variantes Varian- . R i
S de cobertura variantes ca de kia de
) esperadas llamadas tes . ;
Muestra amplico- | de , Hamadas porcentaje | porcentaje
1. por mues- correcta- perdi- .. .
nes amplico- 5 correcta- positivo? negativo®
tra mente das® .
nes! mente (%) %)
NA12877 | 195 100 19 17 2 24418 89,47 100
D!A12878 195 100 19 17 2 24 417 89,47 100 ’
NA12879 | 195 100 20 19 1 24 416 T 95,00 00
| NAI2880 195 100 20 18 2 24 417 90,00 00 .
NA12881 T 195 100 22 20 2 24 415 90,91 00
NA12882 195 100 16 15 1 24 419 93,75 00
NA12833 | 195 100 [ 24 23 1 24432 95,83 00
| NA12884 195 100 21 20 1 24 415 93,24 00 I
NA12885 | 195 100 19 17 2 24 417 89,47 00
NA12886 195 100 22 .20 2 24 415 20,91 AOO
NA12887 | 195 100 19 18 1 24 416 94,74 00
NAT12888 195 100 24 23 1 24 412 95,83 00
NA12893 | 195 100 20 18 2 24 417 90,00 100

' E! porcentaje de cobertura de amplicones es el nimero de bases de los amplicones secuenciados con confianza.

! Enire las variantes esperadas por muestra se incluyen tanto las variantes de nucledtido tnico come las inserciones y deleciohes.

3 Para las variantes perdidas, consulle la primera fabla del estudio 1y las nolas al piedela&ala10.

* Coincidencia de porcentaje positivo (PPA) = 100xTPATP+FN), donde los positivos verdad eros (TP} son ¢l nimero de llamatlas de
variantes positivas en coordenadas gendmicas donde las variantes se presentan de acuerdo con la secuencia de referencia y el
alelo mutante llamado concuerda con la secuencia de referencia (columna Hamada “Variantes llamadas correctamente”), y 1¢s
falsos negativos (FN) es el ntimero de llamadas de variantes negativas en coardenadas gendmicas donde las variantes se
presentan de acuerdo con la secuencia de referencia (eolumna llamada "Varantes perdidas”).

s Coincidencia de porcentaje negative {NPA) = 100x TN/(FP+TN), donde los falsos positivos (F1) son el nimero de lamadas de
variantes positivas en coordenadas gendmicas donde las variantes estdn ausentes de acuerdo con la secuencia de referencih, o si el
alelo mutante llamado no coneucrd a con Ia secuencia de referencia (no se encuentra en la tabla, ya que no se realizaron llamadas
de varantes de falsos posilivos en este estudio) y los negativos verdaderos (TN} es el numerg de llamadas de variantes negativas
en coordenadas gendmicas donde las variantes estan auscntes de acuerdo con ¢l estandar de referencia (columna llamada {Bases

a el Il
no varantes llamadas correctamente”).
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Estudio 2

2

Los resultados de la secuenciacion del panel del amplicon anterior se compararon con un genotipo muy seguro

definide para la NA12878 por el instituto de estdndares y tecnologia de EE. UU,, National Institute of Stand

ards and

Technology (NIST} (v.2.15'). De los 195 amplicones, 184 se encontraban dentro de llamadas de referencia muy seguras
de la secuencia del NIST y se compararon. Las llamadas de bases no variantes se compararon con el conjunto 19 de la
secuencia de referencia del genoma humano.
tubla 3 Comparaddn de los resultados de secuendacion de la plataforma MiSeqDx para la muestra NAT2878 con 13 base de
datos del NIST
% de S . Bases no Coinciden- | Coinciden-
R Variantes Varian- . . .
N.? de cobertura . variantes cia de tia de
. Variantes Hamadas tes . .
Muestra amplico- | de . Namadas porcentaje porcentaje
. esperadas correcta- perdi- . .
nes amplico- correcta- positivo? wegativo
. mente das .
nes? mente (%) %)
NA12878 | 184 100 17 16 1s 23066 94,12 100

' Zook, JM et al. Integrating sequencing datasets to form highly confident SNP and indel genotype calls for a whole human genome.

arXiv:1307.4661 [q-bio.GN].

2 El porcentaje de cobertura de amplicones es el nimero de bases de los amplicones secuenciados con confianza.

* Coincidencia de porcentaje positivo (PPP:) = 100x TP/ TP+FN).

+ Coincidencia de porcentaje negativo (NPA) = 100xTN/(FP+TN}.

s La variantc perdida es la delecién de un par de bases en ¢l amplicén 9 durante ¢l experimento homopolimérica de 14 bases
llamadas por el instrumento MiSeqx que est presente en la secuencia del NIST. Tenga en cucnta que la secuencia del NI
incluye Ia inscreién de un par de bases en el otro homopolimero de bases A que estaba presente en la otra base de datos de

referencia utilizada anteriormente en ¢l estudio 1.

Estudio 3
Se llevd a cabo un estudio de precisién adicional para evaluar el rendimiento de pequefias inserciones y de
un ensayo tipico, el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina, que incluia un subco
variaciones genéticas de CFTR de interés clinico analizado con el software MiSeq Reporter mediante el flujg
de secuenciacién selectiva de ADN de la plataforma MiSeqDx. Las inserciones y deleciones buscadas se det
donde se esperaba con gran certeza. Estas muestras se caracterizaron mediante secuenciaci6n bidireccional d
como método de referencia para establecer la secuencia prevista,

labla1 Resumen de la deteccién de inserciones y deledones con la plataforma MiSeqDx

A no

L
5T no

eciones en
njunto de
de trabajo
ectaron

e Sanger

=2 Ned o
Tamano Contenido N.? de llama- N.? de N dc. N.2 de : © o de
. .. auseneia llama- Nlama-
Ampli- | de gendémico das/ muestra bases llamadas ‘
., . de das das
con fragmen- | del ampli- que se pudo llamadas/ correctas/ .
, , llama- incorrec-|{ carrec-
to cOn realizar muestra muestra
das tas tas
1 129 Insercidén 130 130 0 130 0 100
de una base
2 154 Delecionde 151 151 0 151 0 100
L tres bases !
3 167 Delecion de 165 165 0 165 0 100
dos bases
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Instrumento MiSeqDx™

<

; . o . Node || % de
Tamaio Contenido N.° de llama- N.° de . N de
Ampli- | de gendmico das/ muestra bases Zusenaa llamadas llama- flama-
con fragmen- | del amplhi- que se pudo llamadas/ lle correctas/ f!as das
to con realizar muestra ama- muestra tneorrec | correc
das tas tas
‘4 134 Delecidén de 133 133 0 133 0 100
; una base ;
5 132 Delecidn de | 131 131 0 131 0 100
una base
6 129 Deleciénde 128 128 0 128 0 100 |
una base :
Los datos que arrojaron estos estudios de precisién corroboran la afirmacién de que la plataforma MiSeqDx jpuede
secuenciar con precision lo siguiente:
+ Contenido de GC mayor o igual a 19 % (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados cof un 19 %
de contenido de GC se llamaron correctamente).
« Contenido de GC menor o igual a 72 % (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados con un 72 %

de contenido de GC se llamaron correctamente).

Longitudes de poli-A menores o iguales a 7 (se llamé correctamente la repeticién de poli-A de siete
nucledtidos en 270 de 270 amplicones secuenciados con poli-A = 7).

Longitudes de poli-T menores o iguales a 8 (se llamé correctamente la repeticién de poli-T de ocho
nucledtidos en 270 de 270 amplicones secuenciados con poli-T = 8).

Longitudes de poli-G menores o iguales a 6 (se llamé correctamente la repeticién de poli-G de seis
nucledtidos en 405 de 405 amplicones secuenciados con poli-G = 6).

Longitudes de poli-C menores o iguales a 7 (se llamé correctamente la repeticion de poli-C de siete

nucledtidos en 135 de 135 amplicones secuenciados con poli-C=7).
Longitudes de repeticién dinucleétida menores o iguales a 5x (todas las bases de 135 de 135 ampligones
secuenciados con repeticién dinucledtida de 5x se llamaron correctamente). _
Longitudes de repeticién trinuclettida menores o iguales a 4x (todas las bases de 810 de 810 ampli¢ones
secuenciados con repeticiones trinucledtidas de 4x se llamaron correctamente).
Inserciones de una base y deleciones de tres 0 menos bases
— Dos de tres inserciones de una base comprobadas se llamaron correctamente. Se realizaron llamadas
correctas para dos inserciones de una base en regiones no homopoliméricas en 82 amplicones.
llamé una insercion de una base en un experimento homopolimérico de 14 bases A en el cromasoma 2
en 135 amplicones.
Tres de cuatro deleciones de una base se llamaron correctamente. Todas las llamadas correctas
realizaron en regiones no homopoliméricas en cuatro amplicones. No se llamd una delecion de
en un experimento homopolimérico de 14 bases A en el cromosoma 9 en 63 amplicones.

Se llamaron correctamente deleciones de dos bases en una muestra.
— Se llamaron correctamente deleciones de tres bases en 21 muestras.

Reproducibilidad
La reproducibilidad de la plataforma MiSeqDx se determiné con dos ensayos tipicos.
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Instrumento MiSegDx™

[ 2

Estudio 1 : \5;9.‘ ST
Se ha disefiado un ensayo tipico para buscar una variedad de genes en 24 434 bases de 19 cromosomas difergntes con
posibles excnes clinicamente relevantes. En el estudio se analizaron 13 muestras en nueve experimentos con|tres
instrumentos MiSeqDx diferentes y tres operadores diferentes (Fabla 5). Se utilizaron dos lotes de consumililes de
secuenciacion y un unico lote de reactivos de preparacion de bibliotecas. Las 13 muestras corresponden a dos padres
y 11 nifios que varios laboratorios hab{an secuenciado con frecuencia mediante diferentes metodologias de
secuenciacion. Se analizaron dos muestras por duplicado, por lo que cada experimento arrojé resultados para 15
muestras.

Para la evaluacién de la reproducibilidad lote a lote, se analizaron 94 muestras y dos controles sin plantilla te los tres
lotes. Cada lote se dividid para realizar dos experimentos de 48 muestras con el fin de analizar todos los reactivos y
combinaciones de cebadores de indice posibles. Un tnico operador completé todos los experimentos de secuenciacion
con un Unico instrumento MiSeqDx con el fin de eliminar cualquier posible variacién provocada por el operador o el
instrumento (Tabla 6), '
Se determinaron las llamadas correctas de las variantes de nucleStido Gnico mediante la comparacién de log datos del
estudio con informacién de referencia bien fundamentada. No se obtuvieron experimentos errénecs ni se realizaron
nuevos experimentos para el estudio de reproducibilidad. Las siguientes tablas muestran los resultados de los
estudios para la evaluacién de la reproducibilidad del sistema.
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d Tatla 5 Resultados de reproduapiittad entre instramentos detostudiortde-laplataforma MiSeqDx-(nivet detamptiodm =g
MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 \o O
ramang - X - - E’a a
del Contenido N.* de N N.? tolal a de N. N.? tatal % de N. N.* total 9, deD
Cromoso- | fragmen- | gendmico mues- total de de Hama- total de de Nama- total de de Nama-
ma to del ampli- ausen- llama- das ausen- llama- das ausen- Iltama- da
analiza- oon Procesa- | 4a  de das cia de das cia de das s
das? ) correc- . correc- . correc-
do? | 1lama- incorrec- tast ltama- incorrec- taed llama- 1ncorrec- tass
das® tast ’ dag? tas* das? tas? as
1 1 132 Poli-C (5); 135 0 0 100 23 0 99,617 | 39 0 99,347
63 % GC
h T T e T T T T e ] |
| 2 1 128 Poli-T (5) 135 0 0 J 100 0 0 . 100 0 0 100 J
3 2 133 - 135 0 ro 100 0 0 100 0 0 100
{ 4 2 119 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
- . —— - —— : X -
5 2 127 Poli-T (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
L6 2 135 Poli-A (6) 135 0 0 "1 100 0 0 100 0 0 100
[ I M , _
7 2 122 Poli-T (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Poli-C (5)
8 2 110 Poli-T (5) 135 0 0 100 0 0 - 100 0 0 100
9 2 131 Poli-A (1 4)‘]- 135 0 278 99,54 0 278 99,54 0 278 99,54
10 2 117 - 135 0 0 [| w00 0 0 100 0 0 100
11 2 121 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
N S
12 2 114 - 135 0 0 | 100 0 0 100 0 0 100
R, e e ey e — |
13 2 129 Poli-A {5) I 135 ] 0 0 100 0 . 0 100 0 0
w
o
E
o
oy
-
(3]
92
B, D
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C\@stmmento MiSeqDx™ % Z w
- - N W e O
Ll 3
=5
MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 o Py
Tamano N d K% 8
del Contenido - N.? N.? total N N.° total N.° N.2 total . w5
.. mues- % de % de ohde 5 5
Cromoso- | ‘fragmen- | gendmico total de de total de de total de de =
X tras llama- Itama- llama-
ma to del ampli- ausen- Dama- ausen- {lama- ausen- lama-
. . procesa- ) das ) das : das
analiza- con . cia de das ca de das ca de das
das® . correc- , correc- . correc-
do? Hama- incorrec- Nama- incorrec- liama- incorrec-
tas® tas® tass
das? tas? das? tas?! das® tas?
14 3 131 Poli-A (3); 135 0 0 100 "0 0 100 0 0 100
Poli-T (5) '
15 3 130 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
16 3 130 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
17 3 117 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
18 3 136 Poli-T(3) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
19 3 131 Poli-T (3); 135 0] 0 100 o 0 100 0 0 100
SNV
20 3 123 Pali-A (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
21 3 117 Poli-A (6); 135 0 0 100 ¢] 4] 100 0 0 100
Poli-T (5);
Regidn
homédloga en
un
cromosoma
diferente
22 3 119 Region 135 0 ¢ 100 ) 0 100 0 0 100 :
homéloga en
un
Cromosoma ¢
L diferente b
- [ -_— S o~ e -  m—n L2
(]
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Gy
' o g
| <t
MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 Ry
Tamafio 2z 9
del Contenid N.t de N.? total hV N.° total N.£ N.° total =520
e O“' en_l o mues- d ’ % de ) 1d d. %% de ’ 14 d ’ %% de UJ u O
Cromoso- | fragmen- | genomico tras ¢ llama- total de ¢ llama- total de ¢ lamal s @
ma to del ampli- ‘ llama- das ausen- llama- das ausen- ilama- das oo
analiza- oon procesa- das cia de das cia de das a
. Qorrec- . correc- B correc-
do! das? incorrec- | llama- incorrec- [ llama- incorrec- |
| tast das? tast das? tas*
23 3 120 ] 135 0 100 0 0 100 0 ! 0 100
E 3 129 Poli-T (5) 135 0 1 100 0 0 100 0 0 00
25 4 133 Poli-C (7); 1135 0 100 0 0 100 0 0 100
66 % GC
~ - Ay —
26 4 135 Poli-C (5); 135 0 | 100 0 0 100 0 0 100
69 % GC | :
. i )
27 4 123 SNV 135 0 100 0 0 100 0 0 100
"8 4 134 ) 135 0 11 100 0 0 100 0 0 100
_— - L -k
29 4 132 - ‘[ 135 0 100 0 0 100 0 0 100
30 4 121 Poli-A (5); 135 0 1100 0 0 100 0 0 100 |
SNV i |
31 4 125 - 133 0 100 0 0 100 0 0 100
32 4 134 Poli-T (5) 135 0 ] 100 0 0 100 0 0 100 '
33 4 118 ] 135 0 100 0 0 100 0 0 100
34 4 122 Poli-A (5) 135 0 100 0 0 100 0 0 100
35 4 T 131 ] ' T 135 0 100 0 0 100 0 0
Lae 4 133 - e 0 *[ 100 0 0 - 100 0 0
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MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSegDx 3 N
1 amano . o o o :l B :A g
de] Contenido| | Nfde |y Nototal | o g, | N7 l:' ol | o ge | ™ ? total | g, 4ein 5= &
Cromoso- | fragmen- | genémico mues- total de de lama- total de e lama- total de ¢ Nlamas & 3
ma to del amupli- ausen- llamna- ausen- llama- ausen- llama- 50
i P procesa- | d das ja d das das cia de das das
analiza- con das? aa de ¢ as correc- | € ¢ correc - correc-
do' llama- incorrec- tas$ lama- mcorrec- tass llama- Imneorrec- tas$
das? tas? dag® tast das? tas!
37 4 128 Poli-T (6} 135 0 0 100 0 0 100 0 | 0 100
¢ —— ——— e —— —— b — - - r -
38 s 131 ] 135 0 0 ' 100 0 0 100 0 0 100 ]
39 4 129 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Poli-T (5);
SNV
"0 3 133 Poli-T (5); 135 0 0 , [ 100 0 0 100 0 0 100
SNV |
L R o - Ak - ) — e —ad
41 4 112 SNV 135 0 0 100 0 0 100 (0] .l>0 T 100
) 4 53 . 135 o 0 " 100 0 0 100 0 0 100
43 4 13_5 N B - 135 0 - 0 100 0 0 100 0 0 r] 00
[ ag 4 122 - B 0 0 " 100 0 0 100 0 0 100
[ - — e — —
45 4 117 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
" 46 4 124 - ’ .]35 0- 0 -. 1' 100 0 0 100 0 0] 100
PO — ———— . - —— o . —— e o _. o R N — — e e e - i e - —a
47 4 117 Poli-T (5) 135 0 FJ 100 0 0 100 T 0 0 100
' 48 4 128 Poli-A (7) 135 0 0 ' 100 0 0 100 0 0 100
49 4 123 Poli-A (6) [ 135 0 0 100 To 0 100 0 0 100
i 50 4 133 - 135 0 0 I 100 0 0
L - m————
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@r}mento MiSeqDx™
>\L gl

<
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=
Li}
MiSegDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 =
Tamano p = B - ;
- Q 1o Q [} L] o
del Con’ten‘ldo Efues? di\ total o de i\!t . g total % de i\lt y : total o dez&j S
Cromoso- | fragmen- | genomico tras € llama- | o %€ ¢ lNama- | o ©€ ¢ llamaZs & @
ma to del ampli- Itama- ausen- liama- ausen- llama-
das R das R das
analiza- con procesa- das aa de das cia de das
. corréc- . COrrec- . COorrec-
do! das? incorrec- tas® llama- incotrec- tass llama- incorrec- basS
tast das® tast das? tast
51 K [ 112 ; 135 0 100 0 0 100 0 | 0 100
C5 4 129 - 135 0 "1 100 0 0 100 0 0 100
R —— R — | i— — - S —
53 4 126 - 135 0 100 0 0 100 To TB 100
. . - . . -
i 54 4 132 - 135 0 | 100 0 0 100 0 0 100
55 I; S T_ﬁﬂ T 135 0 100 0 0 100 0 0 100
56 "5 119 ; 135 0 100 0 0 100 0 0 100
57 5 120 Poli-A (5) 135 0 100 | 0 0 100 0 0 100
| 58 5 119 - 135 0 HCEE 0 100 0 0 100
59 5 118 - 135 To 100 0 0 100 0 0 100
"0 5 112 T 135 s ' T 100 0 0 100 0 0 100
- - - - — -
61 5 120 - 135 0 100 0 0 100 0 0 100
" 62 5 120 Poli-A (5) 135 0 100 0 0 100 0 0 100
- e e — . — -
63 5 115 CT(5) 135 0 100 0 0 100 0 0
" 64 5 112 SNV 135 0 100 0 0 100 0 0
65 T 5 135 Poli-T (6) 135 FJ 100 0 0 100 0 To
| 66 5 131 63 % GC 135 0 [ 100 0 0 100 0 0
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MiSeqDx 1 MiSegDx 2 MiSegDx 3 g
! 1 ' Solaew
1 amano R R . . = ﬁ'.; —
del Contenido :‘:ede N® Nototal | o 40 N. 1: total o de N. N.° total o deé ?; @
Cromoso- | fragmen- | gendmico s total de de llama- total de e lama- total de de lHam#2 & 8
ma to del ampli- ausen- llama- das ausen- llama- das ausen- Hama- das % @
. . rocesa- . . ; . ¢ A
analiza- con gas’ da de das correc. | G2 de fhs correc. | G2 9¢ das corres
do? Hama- incorrec- tass flama- ncorrec- tas$ llama- incorrec- tass
das® tas* das® tagt das® tast ’
67 5 121 . j_ 135 0 0 100 0 0 100 v 0 0 100
]
. SIS R — -7 .
‘ 68 5 132 Poli-A (6); 133 0 0 -1 100 0 0 100 0 0 100
Poli-T (8) | !
69 4-1‘ 7 133 - ]: 135 0 0 100 TU ¢ 100 0 0 100
"0 7 120 60 % GC 135 0 0 11 100 0 0 100 0 0 100
7 135 ) I 135 0 0 100 |o 0 100 T 0 0 100
| 72 7 126 Poli-A (5); 135 0 0 L1000 0 100 0 0 100 |
|
| 59% GC ! |
73 7 134 - 135 76 0 100 0 0 100 0 0 100
| 74 7 122 Poli-C (5); 135 0 0 | 100 0 0 100 0 0 100
| 63% GC 3 !
— I . 4 . — A —_—— O — —
5 7 127 59 % GC; 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
SNV
76 7 s - 135 0 0 "T100 0 0 100 0 0 00
77 7 125 - 135 o l o 10 |0 0 100 |o0 100
; 8 7 133 Poli-A (3); 135 0 1] ' 100 0 0 100 0 ¢ 100
q Poli-T (5)
79 7 116 1 - T 135 l 0 0 100 0 0 100 0
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MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 {28
| =5z
Tamaiio o o Ns N total N N.? tots 500
del Contenido N.” de N N.# total % de total d a ota % de total d : otal % den O
Cromoso- {| fragmen- | gendmico mues- total de de llama- otal de € Hama- otat de € llanﬁﬁ o
ma to del ampli- ausen- Hlama- das ausen- llama- das ausen- llama- das
. , procesa- | o5 de das da de das cia de das
anallza- con . correc- . correc- ' correc-
o das? llama- incorrec- tass lama- incotrrec- tass llama- incorrec- tass
das® tas? das? tas* ) das? tas' a
80 7 135 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
81 ] 7 118 - 135 l>0 0 100 TO 0 100 0 0 100
. 82 7 136 67 % GC 135 0 0 -1 100 0 0 100 0 0 100
L . e _ —k _ - .- _
83 7 131 58 % GC 135 0 t 0 100 0 0 100 0 0 100
84 7 19 Poli-G (6% 135 0 0 L1100 0 0 100 0 0 100
; 61 % GC :
85 7 I 122 Poli-T (5} 135 0 F 100 0 0 100 T 0 0 100
: 86 7 123 Poli-A (6) 135 0 0 © 100 0 0 100 0 0 100
87 8 127 60 % GC 135 0 0 100 T 0 0 100 0 0 T 100
—_ ; . 4 r ! l -
88 8 129 57 % GC 135 0 o .« 100 0] 0 100 0 0 100 :
89 F) 130 Poli-T (5) 135 0 100 |0 0 I 100 ]- 0 0 100
. 90 9 16 - B 0 " 100 0 0 10 0 0 100
91 9 119 Regidn 135 | 0 0 100 0 0 100 0 0 100
homéloga en
un
TOmosoma
diferente -
— e A ol e e -
92 9 121 - 135 0 0 100 0 0 100 0
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Instrumento MiSeqDx™ b 5:5 :
—— - - <
CERD
RO
MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeql> /ey
Tamafio Nod = Tgm
del Contenido - e Ne NS total | de NS N. total % de N.e NS total | b =
(1] (] (]
Cromoso- | fragmen- | gendmico mues total de de ’ total de de total de | de C e 2
. tras llama- llama- lami—= o
ma to del ampli- ausen- Hama- ausen- ltama- ausen- llama- a}
. ) procesa- . das . das . das
analiza- con . ca de das da de das cia de das
das® . carrec- . correc- ) correc-
do?! llama- incorrec- llama- incorrec- Nama- incorrec-
tass tas® tass
das? tas? das3 tas? das® tas?
9 117 Region 135 0 i 0 100 0 0 ‘100 |0 0 100
homdloga en
un
cqomosoma
diferente
i 9 114 - T 0 0 100 0 0 100 0 0 T10
95 9 129 Poli-A (14) 135 0 459 99,22 0 459 99,22 0 459 99,22
| 9 9 114 Region 135 0 0 100 0 0 100 0 0 00
' homdologa en !
1 un :
‘ cromosoma
‘ diferente; )
| SNV |
_—— —_ ) . — o
97 9 122 T - 135 0 0 100 —[ 0 0 100 0 0 100
r ] 3
98 9 127 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
: Poli-C (5) ]
99 9 133 ) 135 I 0 0 100 0 0 100 To 0 100
., 100 9 138 64 % GC 135 0 0 100 it 0 100 i) 0 100
101 9 139 - 135 0 ] 100 0 0 100 0 0 100
i 0 100 0 0 100 0 0

102 9 116 - 135 0
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=
MiSeqDx 1 MiSeaDx2 1 MiScqDx.3 O
ramano o
del Contenido N.® de - N.o total | , N Nftotal | , N.e N.° tatal ol =
mues- N. % de d 0 de % o
Cromoso- | fragmen- | gendmico total de de Nama- total de e lama- total de de Hama
ma to del ampli- ausen- Hama- das ausen- llama- das ausen- llama- das
analiza- con procesa- | 42 de das cia de das cia de das
das? ) correc- . correc- ) correc-
do' llama- incorrec- tasS llama- incorrec- tass llama- incorrec- fasS
dag? tas? das? tast das? tas! *
9 133 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
57 % GC
9 138 57 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
9 136 Poli-C {5); 135 0 0 100 0 0 100 0 ¢ 100
67 % GC
f]OS 9 118 70 % GC 135 0 0 100 0 ‘ 0 - 100 0 0 100
107 10 128 62 % GC ]- 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
108 10 120 60%GC 135 0 0 ) E 100 0 0 100 0 0 00
109 10 139 58 % GC; 135 0 0 100 0 _ 0 100 4] 0 100
SNV
_ S -, — .
110 10 118 57 % GC 135 0 0 ro 100 0 0 100 0 0 100
111 10 123 Poli-T (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
M12 10 121 - 135 0 0 " 100 0 0 100 0 0 w00
L . } e . = e
113 10 129 26 % GC L 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
114 10 122 T 0 ~ [ 100 0 0 100 0 0 100
N
Q
—_— od')
538
RS
PN
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rfistrumento MiSeqDx™

|
-: '

l\dEQQr‘nv 1 NHQ()an 2 !\.‘ﬁs_eqnv 3
Tamanfo Nod
del Contenido - ae N.¢ N.2 total % de N2? NS total | de N.e N.® total
Cromoso- | fragmen- | gendmico mues total de de " total de de " total de de
\ tras llama- Hama-
ma to del ampli- ausen- Nama- ausen- llama- ausen- Nama-
. . procesa- . das . das .
analiza- con . cia de das cia de das cia de das
dag® \ correc- . corree- . correc-
do! lama- incorrec- . Hama- incorrec- 1lama- tncorrec-
tas tass tass
das? tas* das? tas’ das?® tas?
115 10 124 Poli-T {(5); 135 0 0 100 )] 0 100 0 1] 100
Regién
homologa en
un
cromosoma
diferente
116 10 135 " CA(4) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
117 10 135 Poli-A (6); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Region
homéloga en
un
Cromosoma
diferente
118 10 119 Poli-C (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
- SNV : '
119 i0 125 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
120 10 131 - 135 0] 0] 100 0 0 100 0 0 100 '
121 10 117 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
-F 122 10 116 - 135 0 0 160 -0 0 100 0 0 100
L - e . S e
123 10 129 58 % GC 135 0 0 100 0 0 T 100 0 TO 100
124 11 117 Poli-T (10} 135 0 0 100 1] o 100 0 0
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iSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 %NJ? < g
MiSeqDx -
27 L < O
Lamanog < 'J)
del Contenido N.® de o N.? total ar N.* N.? total or N.* N.° total o =z
mues- N. % de 1 d d % de d o &
Cromoso- | fragmen- | gendmico total de de liama- | ot de e Nama. | total de ¢ lam >
ma to del ampli- ausen- llama- das ausen- ltama- das ausen- Hama- das S o
analiza- con Procesa- | da  de das ca de das cia de das oo
daSZ . correc- N COTroc- . correc-
do! llama- incorrec- tasS llama- incorrec- tasd llama- incorrec- tas®
das? tas das® tas* das? tas!
125 11 117 Poli-T (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
R g - — -
126 n 113 Poli-A (5) 135 0 0 [_100 0 0 100 0 0 100
-~ P e A — P—Y - N ——— g — A — - — S |
127 11 129 - 135 0 0 100 0 T 0 100 0 1] 100
les 1 121 Poli-T (5) 135 0 0 1] 100 0 0 100 0 0 100 .
129 ”T1i 123 ; ]: 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
P30 11 127 Poli-A (6) 135 0 0 14 100 0 0 100 0 0 00
L S —_— el - . el L i s —— . _ .- . I N _ i
131 11 136 POli-T (6) ]- 135 0 0 100 0 0 100 0 7 0 100
132 11 132 Poli-T(5) 135 0 0 100 0 0 100 0 .0 100
133 11 s - '[ 135 0 0 100 |0 0 100 |0 0 100
134 11 17 PoliT(8); . 133 0 0 i1 100 0 0 100 0 0 100 |
19 % GC ‘ J
. el . i
135 11 134 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Poli-T ()
136 11 131 Poli-A {5) 135 0 0 100 0 0 100
137 11 133 SNV; 135 1] 0 100 0 0 100
26 % GC
138 1 137 Poli-T (8); 135 0 0 Il 100 0 0 100
SNV :
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Nﬂstrumemo MiSegDx™

<
73]
MiSegDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 o 2
Tamafio .‘f w
del Contenido N.*® de N.¢ total of N.® N.? total , N.° N.* total = :_;
L mues- to de . % de gAY o
Cromoso- | fragmen- | gendmico de llama. | totalde | de llama. | fotalde | de 1 N
ma to del ampli- tras llama- das ausen- llama- das ausen- llama- d wéj o
analiza- ¢on procesa-  das cia de das a Ga de das as 0= ©
. correc- . Qarree- . COI‘I‘CQ
dot das? Incorrec- tast illama- incorrec- tass llama- mcorrec- tass
tast dag® tas* das® tas! as
139 11 L 131 Poli-A (5) 135 0 100 0 0 100 [ 0 0 100
140 12 131 . 135 0 ‘:Lwo 0 0 100 0 0 100
141 12 128 } 135 0 00 |0 0 100 |0 T 0 100
| 142 12 133 Poli-A (5) 135 0 " 100 0 0 100 0 0 100
143 12 136 ] | 135 0 100 0 0 100 0 0 100
[_144 12 124 : 135 0 [ 100 0 0 100 0 0 00
145 12 122 59 % GC 135 0 100 0 0 100 0 0 100
146 13 122 - . 135 0 | 100 0 0 100 0 0 00 |
147 13 116 Poli-C (3) 135 0 100 0 0 100 0 0 100
Mg 13 133 - 130 " 100 0 0 100 0 0 100
. —_ N
149 13 117 SNV 135 0 100 0 0 100 0 0 100
[_150 13 124 Poli-T (6) 135 0 1| {100 0 0 100 0 0 100
151 i3 123 Poli-T(3); 135 0 100 0 0 100 0 0 100
26 % GC
Sy p— T
[152 13 115 Poli-A (5) 135 0 i 100 0 0 100 0 0 100 |
153 13 | 125 - 135 0 100 0 0o 100 0 0 100 (E <
i 154 13 121 - 135 0 “ | 100 0 0 100 0 0 00 98 .
| . l B o4s
s>l
D e
o

L

i
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InstrumWiSqux""

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
ramano SOy
del Contenido N.? de N.° Nrototal | o o N N.total | , de N.° N.? total A
. ¥ /0 o Of
Cromoso- { fragmen- | genémico mues- total de de Narma- total de de lNama- total de de Hama
ma to del ampli- ausen- llama- das ausen- Hama- das ausen- llama- das @ =
analiza- c6n procesa- | .o de das cia de das cia de das o
dasl . COrrec- Y correc- . correc-
do? llama- incorrec- tass llama- incorrec- tass ilama- incorrec- tass
das® tas! das? tas* das? tas? a
155 13 123 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
156 13 114 . 135 0 0 A 0 100 0 0 100
157 13 119 - “- 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
158 14 122 58%GC 135 0 .0 100 0 0 100 0 0 100 !
139 16 122 - I 135 0 0 100 0 1] 100 ] 0 100
I 160 16 17 - 13 0 0 1 {_100 0 0 100 0 0 100 |
L . - e e J
161 16 123 Poli-C (5) -l- 135 0] 0 100 0 0 100 0 0 100
ruez 17 119 i B 0 " [ 100 0 0 100 0 0 00
163 17 119 61 % GC .]- 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
164 17 135 ) T i35 0 0 ], 100 .0 0 100 0 0 00 |
—_ I _ FE J
165 17 116 Poli-C (6); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
60 % GC; -
- SNV
L 166 17 123 . T 13 0 0 ~ [ 100 0 0 100 0
167 17 116 62 % GC l 135 0 0 100 0 0 100 0
| 168 17 118 Poli-C (5); 135 0 0 1} 100 0 0 100 0
' : 65 % GC | )
l « re— *L__._ -
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4
r@tknento MiSeqDx™

Instrdm - - <<
- ws <
4
. 230
- ] U-:lN g
MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 PRPATT" A
§ i e TTE
ramano . N® R _— o | . E‘-b.zu")
del Contenido N.* de N N.t total o, de N. ? total % de N. dN tota & ({%m2$
Cromoso- | fragmen- | genémico mues- total de de llama. | total de lle llama. | fotal de "e a2
ma to . dfa] ampli- oracesa- f‘“se"' ::ma' das a};szn- d:-na- das aus ::-1"- d::na- das 50 @
analiza- con das? da de ) s correc- | 917 €€ o correc- | 9% ¢ . correc-
do? Ilama- incorrec- tass llama- incorrec- tas® llama- incorrec- tass
dag® tas* ‘ das? tas! das® tas?
169 © 17 129 . 135 0 0 100 0 0 l 100 ;0 0 100
— 1T o ) S |
£ 170 17 131 Poli-G (6); 135 0 0 L1100 0 0 100 0 0 100
J 67%GC, [
) SNV g
171 17 127 61 % GC L 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
[ 172 17 118 Poli-C (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
173 17 138 61% GC 1 135 0 ro 100 0 0 100 0 0 100
" 174 17 Ry 58 % GC 135 0 0 1100 0 0 100 0 0 100
o R . _ . A g h -
175 i8 112 - i 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
| 176 18 2 - a3 0 o ] 10 o 0 100 0 0 100
177 T 18 134 Poli-A {6) 135 0 l 0 100 0 0 100 0 0 100
{178 18 129 - 13 0 T 100 0 0 100 0 0 100
179 18 R T 0 ro_ 7 100 0 0 100 0 0 100
T80 18 118 . 3 oo "i100 0 0 0 100 0 0 100
181 18 ] 114 60 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Ms2 18 T 33 0 0 | 100 0 0 100 0 0 100 g
o o o . :
t& 2
= U
8382
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- Instrumento MiSeqDx™

<%
&u;m
MiSeqDx ] MiSeqDx 2 MiSeqDx 3 iNg2
Tamano NS d \ L3 :E
del Contenido el N.e N.? total N N.° total N.° N.* total e
R mues- %h de %h de Oh dx o S
Cromoso- | fragmen- | gentmico total de de total de de total de | de Ay £ o
. tras Hama- llama- llamdNy, &
ma to del ampli- ausen- llama- ausen- llama- ausen- llama- =
. X procesa- X das . das R das ©®= m
analiza- con . cia de das cia de das cia de das o
das® . correc- ) correc- ) corref2
do! llama- incorrec- tass llama- incorrec- tass llama- incorrec- tagh
das? | tas* ) das? tas* das? tast
19 122 | Poli-G (6); 135 0 I'o 100 0 0 100 0 0 100
66 % GC
19 139 64 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
19 131 ‘[ 67 % GC 135 0 0 100 0 TO T 100 TO 0 100
186 19 141 59 % GC; 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
. Regidn
: homdloga en
. un
' cromosoma
diferente :
187 19 121 Poli-C (3); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
72 % GC;
Regidn
homéloga en
un
' romosoma
diferente
" 188 19 138 38 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100 ‘é
189 19 123 Té«; % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
© 190 19 138 . 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100 .
L e e o —— . e i
19N 20 117 T Poli-T (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 <
- . - . —_ . L - —do.. . 1 P:
w
= E
S
o3
j >
(]
[es]
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Instrumento MiSeqDx™

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
Tamafio Nod
del Contenido cde N NS total | N° N.° total Ne N.° total
. mues- % de % de
Cromoso- | fragmen- | genémico total de de total de de total de | de
. tras llama- llama-
ma to del ampli- ausen- llama- ausen- llama- ausen- llama-
) , procesa- . das . das )
analiza- com . da de das da de das cia de das
. das® . correc- . correc- . correc-
w . do!? llama- incorrec- ¢ Hama- incorrec- llama- incorrec-
ask tass fas’
_ das? tas® das? tas? das? tast
: I L]
192 22 136 Poli-A (7) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
O)_ 193 2 122 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Poli-C (5)
194 22 122 62 % GC; 135 ] 0 100 0 0 100 0 0 100 '
SNV ;

195 22 119 66 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100

1 "Fragmento analizado” se refiere al tamaiio de Ja region gendmica secuenciada en bases, sin incluir cebadores especificos segin el objetivo.

2 El nimero de muestras se calcula a partir de 9 experimentos de 15 muestras (11 muestras procesadas una vez y 2 procesadas dos veces).

* El niimero total de ausencia de llamadas es el nimero combinado de ausencias de llamadas obtenido para los 45 experimentos medianie el andlisis del amplicon especifico con un
instrumento MiSeqDx especificado.

« El niimero total de llamadas incorrectas es el niimero combinado de llamadas incorrectas obtenido para los 45 experimentos mediante ol andlisis del amplicdn especifico con un
instrumento MiSeqDx especificado.

5 E{ porcentaje de llamadas correcias es igual al indice de llamadas correctas de todas las bases del amplicén, donde la llamada correcta de las SNV (variantes de nucledtido tnico) o
inserciones y deleciones se basa cn la base de datos de referencia bien definida, y la llamada correcta de las bases en el resto de la secuencia del amplicon se basa en la comparacion con
el conjunto 19 de la secuencia de referoncia del genoma humano. Esta columna puede incluir mis de un resultado esperado para un amplicén dado si se espera que algunas de las
muestras contengan una insercidn/delecién y otras no como, por ejemplo, el amplicén 9.

4 El amplicén 1 presentd un nimero de bases cuyo genotipo no se pudo llamar: 12 bases en 1/9 experimentos en NA12881; una basc en 2/ experimentos y tres bases en 1/9 experimentos en
NAT2886; 20 bases en 1/9 experimentos y 26 bases en 1/9 experimentos en NA12888, Esto se debe a una cobertura baja en bases con ausencia de llamadas de dichos experimentos, donde
la profundidad de la secuenciacién media fue de 33,2, con un minimo de 21 y un méximo de 52.

? Cuando no se incluyen ausencias de llamadas en el calculo, ol indice de llamadas correctas es del 100 %.

# El amplicén 9 incluye un experimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. No obstante, la informacion de
referencia bien defintda para 7 de 13 muestras tienc 13 basces A en este experimento homopolimérico. En estas siete muestras, esta delecion de un par de bases se llama falso negativo y,
asimismo, falsos negalivos reprod ucibles on los nueve experimentos.

# El amplicén 93 incluye un experimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. No obstante, las secuencias de
informacién de referencia bien definidas para 13 de 13 muestras tienen 15 bases A en este experimento homopolimérico. En estas 13 muestras, esta insercién de un par de bases no se
llama de forma reproducible al 100 % (es decir, es un falso negativo).

/i -
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Instrumento MiSeqDx™

ANELRA

Z

Rf TECNICA
421
THMS 5 A,

Qx; , - .
Q Los resultados del estudio 1 de reproducibilidad de cada muestra se presentan como suma de los nueve experimentos en una columna. Los resultados mostzados
S N\E

pertenecen inicamente a los resultados de las inserciones/deleciones y las variantes de nucledtido unico frente a la secuencia de la base de datos de referencia de
tres experimentos en tres instrumentos. Este analisis demostré que los resultados de las variantes eran reproducibles en nueve experimentos de estas muestras.

OsTSs

Tublrs  Resumen de los resultados de reproducibilidad de la plataforma MiSeqDx de 13 muestras bien definidas

Variantes de nucledtido tmico Inserciones/deleciones
N.° 1D de N.° de? N.p° de \m’n‘antes . N2 de N de !\'." de' . N° de N2 de
de muestra experimentos de nuclestido N.* de fal fal inserciones y N.° de fal fal
! | de ADN r muestra (inico Nlamadas . s0s deleciones Damadas peoe a1508
ADN € po positi- negati- ! positi- negati
correctas correctas
vos' vos? vos! - vos?
1 NA12877> 18 16 16 0 0 3 1 0 2
M2 - NAI2878 18 17 17 0 0 2 0 0 2 T
3 NA12879 9 18 18 0 0 2 1 0 1
, 4 NAT2880 9 17 17 0 0 3 1 0 2 |
5 NA12881 9 19 19 0 0 3 1 0 2
NA12882 9 15 15 0 0 1 0 0 1 :
__ i
’[ NA12883 9 22 22 0 0 2 1 0 1
NA12884 9 19 19 0 0 2 1 0 1 -
L - e e — — —m —
9 NA12885 9 T 17 17 0 0 2 0 0 2
] 10 NAT2886 9 : 19 19 0 0 3 1 0 2
L :
11 NA12887 9 15 18 0 0 1 0 0 1
12 NA12888 9 22 22 0 0 2 1 0 1
13 NA12893 9 17 17 0 0 3 1 0 2
™~
' Falso positivo = Variante llamada por el experimento de secuenciacion de MiSeqDx que no se encuentra en la base de datos de referencia. g‘ L
* Falso negativo = Variante que se encuentra en la base de datos de referencia y no se llams en ef experimento de secuenciacién de MiSeqDx. o 9
3 Las muestras NA12877 y NA12878 se analizaron por duplicado. Las muestras duplicadas arrojaron resultados id énticos. } e

=
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Estudio 2
En un estudio de reproducibilidad en todo el sitio realizado con un ensayo tipico, el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina, se incluyé
un subconjunto de variaciones genéticas de CFTR de interés clinico analizado con el software MiSeq Reporter mediante el flujo de trabajo de secuenciacién
selectiva de ADN de la plataforma MiSeqDx. En el estudio a ciegas, se utilizaron tres centros de ensayo y se emplearon dos operadores en cada uno de ellos.
Cada uno de los operadores de cada centro comprobé dos paneles bien definidos de 46 muestras cada uno para un total de 810 llamadas por centro. Los paneles
contenian una mezcla de ADN genémico de estirpes celulares con variaciones conocidas en el gen de la CFTR, asi como sangre desleucocitada con estirpes
celulares con variantes conocidas en el gen de la CFTR. Las muestras de sangre se proporcionaron para permitir la incorporacion de los pasos de extraccion

utilizados en la preparacién de ADNg que sirve como entrada principal del flujo de trabajo de ensayo. El indice de muestra de paso, definido como el nimero de
muestras que superan los criterios de control de calidad en el primer intento, fue del 99,88 %. Los resultados de todas las pruebas se basan en la prueba inicial.

[abl. 7 Resumen de los resultados del estudio de reproducibilidad realizado con un ensayuo tipico de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx

Llpmadas coincidentes

Llamadas coincidentes

Llama- i sta Neod
h Llama positivas {variantes) negativas (estado ¢ N.? de Coinciden- Coinciden- L.
das natural) llama- . . . Coinciden-
Pa- de A auseneia cia cia
. Genotipo de muestra Variantes totales das de lla osit § cia totat
ne mues por Cen- | Cen- | Cen- | Cen- | Cem- | Cen- | incorrec- ¢ Tlamar | posihia regativa (%)
tra das (%) (%)
centro tro tro tro tro fro tro tas
1 2 3 1 2 3

A 1 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
E' A 2 1812-1 G>A (HET) . 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
— -

A 3 Q493X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
2 A 4 F308del/2184delA 810 12 12 12 797 798 798 0 il 100 100 100
? (HET)

A 52 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 663 798 ¢ 1352 94,44 94,44 94,44
"r_A 6 F508del/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100 !
r (HET)

e

A 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100

D 8 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100

1507del/F508del (HET)

i

m
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@ = - U 4 eidente l.lamadas coincidentes
3 Llama- amadas coincidentes - 1o d
Lang NP ama positivas (variantes) negativas (estado N de NFde Coinciden- Coinciden- L.
@ 8_'5‘ Pa de das naturai} tama- ausengia cia cia Coinciden-
g Genotipo de muestra Variantes totales das . cia total
& nel mues- 13 B de Nama- pasitiva negativa
] por Cen- | Cen- | Cen- | Cen- | Cen- | Cen- | incorrec ) , (o]
w tra das (") Ca)
I centro tro tro tro tro tro tro tas
TN 1 2 3 1 2 3
A 9 ‘F508del/fW1282X 810 12 11 12 798 797 798 2 0 97,22 99,96 99,92
(HET) | ;
. !
A 10 F508del/3272-26 A>CG 810 12 11 12 798 797 798 23 0 97,22 99,96 99,92
i (HET) ‘
A i1 F508del/3849+10kbC>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HED '
i A 12 - 621+41G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100 )
‘ (HET) ' ’ ' '
A 13 E60X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A M M1101K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100 1
A |15 M1101K (HOM) 810 6 6 6 804 | 804 | 804 | O 0 100 100 100
- y
A 16 F508del (HOM) 1506V, 828 6 6 6 822 822 822 0 0 100 100 100 |
; 1507V, . '
| F508C |
! ausente :
L e — J
A 17 F508del/3659delC 810 12 12 12 798 798 798 ¢ 0 100 100 100 (D
(HET)
[ A 18  RII7H/F508del(HET)  (TG)IO(T) 816 18 18 18 798 798 798 O 0 100 100
I I{TG)12
L (5

.; '3'
&
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a -
lo 1

u 4 eident Llamadas coincidentes
oo B Llama- amadas coincidentes i N d
(3D o . d:sma gggﬁ;r&ﬂ{?};ﬁﬂeg Ihm: Ne de Coinciden- Coinciden-
35 Pa- de ’ ausencia cia cia Lomaach
o o Genotipo de muestra Variantes totales " das de tl . . cta total
‘_J> %’\ nel mucs- s 1 por T Cen- Cen- Cen- 7 Cen- Cen~ Cen- iAcorTec- ¢ Hama- positiva negakva N N
™~ tra centro tro tro tro tro tro tro tas das et i
1 2 3 1 2 3
A 19 62111G>T/711+1G>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 20 G851¢621+1G>T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 106- B i
A 21 A455E{F503del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 —'l 0 100 100 100
A 2 F508del/R560T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0] 0 100 100 100 .
A 23 F508del/Y1092X (C>A) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 24 N1303K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0] 100 100 100 ‘i
A 25 G542X (HOM} 810 6 6 6 8§04 804 804 0 0 100 100 100
A 26 Gh42X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100 '
A 27 GH5ID/R333X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 1] 0 100 100 100
A 28 3849+10kbC>T (HOM) 810 6 6 6 304 804 804 0 0 100 100 100
A 29 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100@
A 30 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100 &
A 31 1717-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 | 804 804 O 0 100 100 100 ,&
A 32 R1162X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100 N
A 33 R347P{GS51D» (H:En 810 12 12 12 793 798 798 0 0 100 ‘ 100 I 100 =L -
o] F A
[ e .
B §b AL 7\
mal 3 " }?‘\: Sl-,
PRI pa— AN o757
» ol
p ]
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ento qux_‘f‘_

1

5 . Llamadas coincidentes
Llama- Llamadas coincidentes negativas festado N2 de o o
7 NS positivas tvariantes) N2 de Coinciden- | Coinciden-
S oJ > das liama- . . . Loemnciae n-
=50 Pa- de i . ausengia cia cia A
[ Genotipo de muestra Variantes totales das . . cia total
;§—s el mues- por Cen. Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- ' incorrees de llama- positiva negativa ey
o> tra das (%) (WA
LYo centro tro tro tro tro tro tro tas
F o0 1 2 3 1 2 3
~N
‘ A 34 R334W (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A |3 wrT 810 o o o0 80 |80 80 o | o N/A 100 100
;r A 36 G85E (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 37 1336K (HET) 810 ] 6 6 804 804 804 0 T 0 100 100 100
A 38 WT 810 0 0 0 810 810 510 ¢ 0 N/A 100 100
A 39 F508del/3849+10. 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HED
A 40 621+1G>Tf3120+ 810 12 12 12 798 798 798 \] 0 100 100 100
(HET)
A 41 F508del/3659del 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
42 R117H/F508del{ (TG)10(T) 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
9/(TGY12
(M5
e e - e - . - . o .
43 G85E/621+41G>T - 810 12 12 12 798 798 798 0 T 0 100 100 100@
44 A455E/F508del () 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100%
45 NI303K (HED) 810 6 6 6 804 | 804 804 O 0 100 100 100,
46 G551D/R533X (F 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 1 OQN
47 2789+5G>A (HO 810 6 6 6 804 | 804 804—[ 0 0 1 100 w 100 {‘1 ;ﬁ(} N
(({Sa)
C & n s
. Al e ? N
oI ANk
v oz ) $2
> = d
iy A
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T-— n -Mi qux“"
@ L
e u 4 cacident Llamadas coincidentes
@ Llama- amadas coincidentes e Nod
% 2 Nt ama gg,g;ﬂi':,‘:ss(g;}?a‘,’ﬂes, ¢ N.O de Coinciden- Coinciden-
3 Ta- de das flama- auseneia cia cia Loncacn:
“ G Genotipo de muestra Variantes totales das » . cia total
-_’.))n o ] nel | mues por Cen Cen Cen- Cen. Cen- Cen- incorrec. de llama- pc{)suhva negativa )
’ 9 tra centro tro tro {ro tro tro tro tas das A ok
1 2 3 1 2 3
| B 48 CFTR dele?, 3/F508del 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
] (HET)
B 49 F508del/1898+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 1 OO
(HET)
‘ B 50 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/A lO_d - 'i-00‘ _
B 51 F508delf2143delT 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 7 100 o
(HET)
:'F 52 3876delA(HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 00 100 |
B 53 3903insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100 -
B 54 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 ]_0-0_ o ]_00 o !
B 55 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 160 -
" B 56 WT 810 0 0 0 810 810 310 W 0 N/A 100 'I-DO_ o
L o _ o e - -
B 57 WT 810 0 ¢ 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100
] B 58 F308det (HET) 810 6 6 6 804 B804 804 0 0 100 l(-)O o E)E)_ -
e - i e ©
B 59 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100
"B 60 L206W (HED 810 6 6 6 S04 804 804 O 0 100 100 100N
B 61 WT 810 0 0 0 810 | 810 810 0 0 N/A 100 1
o - . -
o x B 62 G330X (HET) 810 6 6 S04 804 804 O 0
= . R - _ [
oo
. =
oy
~a3
9 zZ
> &
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<8 L 4 dent Llamadzas coincidentes
=N L . .lamadas coincidentes nerativ Ne d
3 NS d:sma pgg;i}itvaassi&:nsriiﬁ!?es) lla m: N7 de Coinciden- | Ceinciden-
w2 Pa- de ausencia cia cia ‘-eincta< n-
w (] Genotipo de muestra Variantes totales das de il - . cia total
2L ay nel mues- - . : : - o Tpor " Cen- [ Cen- § Cen- [ Cen- | Cen- | Cen- | incorrec- ¢ fama- positiva negativa o
tra centro tro tro tro tro tro tro tas das %) (i)
1 2 3 1 2 3
B 63 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 1] N/A 100 100
[B 64 R347H (HET} 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 65 1078delT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
1r B 66 G178R/F508de]l (HET) 8§10 12 i2 12 798 798 798 0 0 100 100 100 ‘
" — . . -
B 67 S549R (c.1647T>G) 810 6 6 6 804 804 804 o 0 100 100 100
(HET)
B 68 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 69 WB846X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 70 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100 |
— . —_ — . |
B 71 E92X/F508del (HET) 810 12 32 12 798 798 798 0 0 100 100 100
rB 724 621+1G>T/1154insTC 810 12 12 12 798 798 797 0 1+ 100 99,96 99,9
(HET) J
B 73 G542X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100 cD
i-_B 74 F508dei (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100 i
B 752 F508del (HET) 810 6 5 6 804 670 804 0 1352 94,44 94,44 94,44
76 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100 'Q .
77 621+1G>T/A455E 810 12 12 12 798 798 798 ] 0]
(HET)

AN
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g 4 Llamad - ident Llamadas coincidentes
> a amadas coincidentes v o d
"‘g 0 Ne Liama ;S?—f',-'ﬁt\-nzsl{ﬁ‘s:iaai?QSJ N de N° de Coinciden- Coinciden-
I3 das llama- " . . Lomctac n-
?., = Pa- de auscencia cia cia
33 Genotipo de muestra Variantes totales das . . cia total
:.nn . a nel mues- . por Cen- Cen- Cen Cen- Con- Cen- incorroc de llama- positiva negativa -
:)> %] tra centro tro tro tro tro tro tro tas das (% )
™ 1 ) 3 1 2 3
! B 78 1812-1 G>A (HE 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 79 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 NJA 100 100
[ B 80 F508del/R353X ( 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 81 F508del/G351D¢ 810 12 12 12 798 FQS 798 0 0 100 100 100
B 82 R347P/F508del ( 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 83 R117H/F508delt (TG)10(T) 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
9/(TG)12
(M5
B 84 1507del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 85 2789+5G>A (HO 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
I B 86+ CFTR dele2, 3/F 810 12 12 12 798 797 798 0 1« 100 99,96 99,96
; (HET)
B 87 F508del/1898+1( 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
[_B 88  WT 810 ©o o0 o 80 810 80 0 0 N/A 100
B 89 F508del{2143del 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100
(HET)
o — e e e
P . B 90 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100
O > . ——— e ———— - - - —
B 91 394delTT (HET) 810 6 ]-6 6 804 | 804 | 804 | O 0 100 100 1
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) Ifstrumento MiSeqDx™
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7]
&
T Llamadas ceincidentes
3 L.lamadas coincidentes . ‘o
. Llama- N ) negativas {estado N7 de ‘o —_ P
& N. das positivas {variantes) cural) lama- N& de Coinciden- Coinciden- Coincid
w Fa- de . . N natura auseneia cia cia elncden-
> . Genotipo de muestra Variantes totales das de ll . . cia total
—- we-mel }omues- oo 0 Lo - f - “por " | Cen-{ Cen: | Con- Cen- Cen. con- 1 incorrec. 1° e llama. §. positiva.  {. negaliva. | n
tra dasg (o) (%o}
centro tro {ro tro tro tro tro tas
1 2 3 1 2 3
I B 92 F508del (HET) j 810 6 6 ,6 804 804 804 O "0 100 100 . 100 {
Total 74 356 2209 221182 4 273 99,77 99,88 99,88

' La posicién en estado natural cormespond iente a ia variante N1303K de una duplicacion provocé una ausencia de Hamada debida a una cobertura insuficiente.
? Un duplicado de las muestras 5 y 75 presentd un indice de flamada del 0 %. Una investigacion méds detallada indica que es posible que no se hayan afiadido las muestras a la placa de
muestras antes de la preparacién de la biblioteca, ya que los volimenes de muestra que quedaban en los tubos eran homogéneos y no se tuvo que eliminar ninguna cantidad de volumen.

* Las pruebas indican que el operador probablemente allemné las muestras 9 y 10 antes de la preparacion de la biblioteca.
*La posicién en estado natural correspondiente a la varante M1V de una duplicacién de cada una de las dos muestras provocd una ausencia de llamada debida a una cobertura

insuficiente.
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Instrumerito MiSeqDx™

Extraccion de ADN

Se evaluaron tres métodos de extraccién distintos, extraccién de bolas magnéticas, precipitacién pg aic%lé
aislamiento de la columna de filtrado de silicio, con sangre total anticoagulada con EDTA K,. 5e utilizaron 14
muestras de sangre tinicas en el estudio, lo que representaba un rango de genotipos de un gen representati [J.

Dos operadores diferentes comprobaron independientemente los tres métodos de extraccion de ADN. Cadajoperador
llevé a cabo tres experimentos por método de extraccién. Cada operador realizé cada una de las extracciones en dias
diferentes, La concentracién de ADN vy el indice de A260/A280 de las muestras de ADNg extraidas se determinaron
mediante espectrometria. El tamafio de las muestras total para cada método de extraccién de este estudio fue de 168
{14 muestras x 2 operadores/método de extraccién x 3 experimentosfoperador x 2 duplicados/muestra de ADNg

extraida).
! Método de ] Numero de . indice de muestras
i . . Indice de Ilamada ! .
, extracddn 4 muestras analizadas del primen paso?
" Precipitacién por . 168 100 % 100 % 100 %
alcohol i
1 Aislamiento de la 168 100 % 100 % 100 %
- columna de filtrado :
. de silicio
.r Extracdén debolas | 168 100 % 100 % 100 %
| magnéticas j
j

1Precisidn: Coincidencia de porcentajes con un método de prueba de referencia (secuenciacién bidireccional de Sanger) calculada

_ para aquellas posiciones de las bases que reciben una llamada de bases.
HAndice de muestras del primer paso: Niimero de muestras que satisfacen el indice de llamada especificado la primera vez que se
pracesan (es decir, no requieren un nueva experimento ni un procesamiento adicional). Se representa como el porcentaje ddl
nimera total de muestras procesadas durante un tinico experimento de secuencincion de MiSeqDx.

Entrada de ADN
El rango de entrada de ADN de la plataforma MiSeqDx se evalud llevando a cabo un estudio de dilucidn en serie con
14 muestras de ADN representativas que contenfan 16 variantes monogénicas tnicas. Cada muestra se evalu 5 por
duplicado en nueve niveles de entrada de ADN que oscilaban entre 1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng,|100 ng,
50 ng, 25 ng, 10 ng, 5 ng y 1 ng). Para la determinacién de la precisién, se compararon genotipos de muestra|con datos
de secuenciacién bidireccional de Sanger. Los niveles 1250 ng y 25 ng se establecieron comno el limite superibr e
inferior para la entrada de ADN respectivamente, ya que arrojaron un indice de muestra de primer paso dell 95 % o

superior, sin llamadas incorrectas (100 % de precisién y de indice de llamada).
Las entradas de ADN de 1250 ng, 250 ng y 100 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN representativas
y 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra (n = 4 * 20 = 80 muestras), mientras que el limite
inferior de 25 ng se analizé con 14 muestras y 20 duplicados de cada muestra (n = 14 * 20 = 280 muestras). L3 precisidn
y el indice de muestra de primer paso fueron del 100 % en todos los niveles de entrada de ADN y los indices de

llamada de muestras fueron superiores al 99 %.

Sustancias interferentes

Para evaluar el impacto de las sustancias interferentes en la plataforma MiSeqDx, se utilizé un ensayo tipico disefiado
para buscar un solo gen en 11 529 bases en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes. En el esﬁdio, se
utilizaron ocho muestras de sangre total que representaban ocho genotipos tinicos. Se analizaron cuatro sustancias
interferentes enddgenas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) afiadiéndolas a las muestras de sangre
antes de la extraccién de ADN. Para evaluar la interferencia resultante de la extraccién de sangre (extracciéh breve), se
afiadié EDTA a las muestras de sangre en dos concentraciones. En la tabla siguiente se muestran los limites de
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instrumento MiSeqDx™

concentracidn de cada sustancia. Asimismo, para evaluar la interferencia resultante de la prepa?é’c“%:z‘tgzle Tnuestras, se
afiadid tampén de lavado al 15 % a ocho ADN genémicos purificados. Se consiguié un indice de llamada del 100 %
con todas las muestras analizadas, asi como una reproducibilidad del 100 % en las llamadas de genotipo enire
muestras en presencia y ausencia de sustancias interferentes.

‘ I _1| Concentracion Concentracion
Sustancia de prueba :-':prﬁec;od;:tal de g:;ﬁ;obada en :(::;;;obada en indice de llamada

i {limite superior) (limite inferior)

i Bilirrubina ! 16 684 pmol/l 137 pmolfl 100 %

: Colesterol i_ 16 13 mmol/i 2,6 mmol/l 100 %
Hemaoglobina ! 16 2gi 04 g/l 100 %

‘ Triglicéridos Llé 37 mmol/] 7,4 mmoifl 100 %

' EDTA | lg- ) 7 mg/ml 2,8 mgfml 100 %

trdexacion de muestras
l.os cebadores de indice de muestras se utilizan en el kit para asignar un cédigo de barras tinico a cada mueéstra de
ADN, lo que permite agrupar varias muestras en un solo experimento de secuenciacién.

Se comprob6 un total de 96 indices de muestras mediante un ensayo tipico disefiado para buscar un solo gen en

11 529 bases con ocho muestras de ADN Unicas para verificar la capacidad del ensayo de realizar una llamada de
genotipado homogénea para una muestra determinada en combinaciones de cebadores de indice distintas. Cada
muestra se comprobé con 12 combinaciones de cebadores de indice distintas. Se comprobaron 48 combinaciones de
{ndices en un experimento de secuenciacién. Se compararon los resultados de las muestras con los datos de
secuenciacién bidireccional de Sanger de todas las posiciones y variantes. La reproducibilidad y la precision
registradas fueron del 100 % en todas las combinaciones de cebadores de indice/muestras.

Patentes y marcas registradas

Este documento y su contenido son propiedad de Illuming, Inc. y sus afiliados ("Tllumina™) y estdn previstos solamente para el usg contractual
de sus clientes en conexién con el uso de los productos descritos en él y no para ningiin otro fin. Este documento y su contenido o se
utilizarén ni distribuirin con ningdn otro fin ni ampoco se comunicardn, divulgarin ni reproducirdn en ninguna otra forma sin el
consentimiente previo por escrito de llumina. [llumina no transfiere mediante este d ocumento ninguna licencia bajo sus derechos de patente,
marca comercial, copyright ni derechos de autor ni similares derechos de terceros.
Para asegurar ¢l uso correcto y seguro de los productos descritos en este documento, personal cualificado y adecuadamente capac tado debe
seguir las instrucciones incluidas en este de manera rigurosa y expresa. Se debe leer y entender completamente todo el contenido de este
documento antes de usar estos productos.
SI NOSE LEE COMPLETAMENTE EL DOCUMENTO Y NO SE SIGUEN EXPRESAMENTE TODAS LAS INSTRUCCIONES DESCRITAS
EN ESTE, PODRIAN PRODUCIRSE DARNGS AL PRODUCTO, LESIONES A LAS PERSONAS, INCLUIDOS LOS USUARIOS Y OTROS, Y
DANOS A OTRA PROPIEDAD.
ILLUMINA NO ASUME RESPONSABILIDAD ALGUNA QUE SURJA DEL USO INCORRECTO DE LOS PRODUCTOS AQUI DESCRITOS
(INCLUIDAS LAS PIEZAS O EL SOFTWARE) NI DEL USO DE DICHOS PRODUCTOS FUERA DEL AMBITO DE LAS LICENCIAS
EXPRESAS ESCRITAS O LOS PERMISOS OTORGADOS POR ILLUMINA EN CONEXION CON LA ADQUISICION DE DICH

PRODUCTOS POR PARTE DE LOS CLIENTES.
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

© 2014 llumina, Inc. Todos los derechos reservados.
Tllumina y MiSeqDx son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Illumina, Ine. Todas las demas marcas y nombres
mencionades en el presente documento pertenecen a sus respectivos propietarios,

AMPure, Beckman y Beckman Coulter son marcas comerciales 0 marcas comerciales registradas de Beckman Coulter, Inc.
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instrumentb MiSeqDx™

Informacion de contacto

u ec |rer |

Hlumina Emergo Europe
San Diego, 92122 California (EE. UU.) Molenstraat 15
+1.800.809.[1.MN (4566) 2513 BH La Haya
+1.858.202.4566 (fucra de Norteamdérica) Paises Bajos

techsupport@illumina.com
wwnwillumina.com

- Etiquetado de productos

Consulte la leyenda de los simbolos que se proporciona con cada kit para obtener informacién completa sobre los
simbolos que pueden aparecer en el embalaje o el etiquetado de los productos.

A
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Kit MiSegDx ™ Universal 1.0

N.° de catalogo DX-103-1001: 2 experimentos, hasta 96 muestras por kit

Uso previsto

El kit MiSeqDx Universal 1.0 de Hlumina esta formado por un conjunto de reactivos y consumibles que se u tilizan en
el procesamiento de muestras de ADN genémico humano obtenidas a partir de sangre total periférica y en la posterior
secuenciacion selectiva de las bibliotecas de muestras resultantes. Para la preparacién de bibliotecas centradas en
regiones de interés gendmicas especificas, se requieren reactivos de analitos especificos proporcionados por ¢l usuario.
El kit MiSeqDx Universal 1.0 est4 previsto para su uso con el instrumento MiSeqDx.

Principios de procedimiento

La plataforma MiSeqDx de Tllumina, que consta del kit MiSeqDx Universal 1.0 y el instrumento MiSeqDx, se ha

disefiado para la secuenciacion selectiva de ADN gendmico humano de muestras de sangre humana total periférica.
Con los reactivos proporcionados en el kit MiSeqDx Universal 1.0, el ADN gendmico se procesa mediante el
procedimiento de preparacién de bibliotecas, y se amplifican especificamente las regiones gendmicas previstas de cada
muestra con los oligonucledtidos personalizados disefiados por el usuario, a la vez que también se afiaden las
secuencias de captura de la celda de flujo y los indices a los productos amplificados. Las bibliotecas de mudstras
resultantes estan listas para la secuenciacién en el instrumento MiSeqDx de Illumina.

La utilizacién del kit MiSeqDx Universal 1.0 de Illumina conlleva tres procedimientos principales para los que se
proporcionan todos los reactivos, a excepcion de los oligonucledtidos personalizados. EI primer procedimiento
consiste en la preparacion de bibliotecas, que implica la preparacién manual de las muestras para la secuendiacion. La
preparacion de bibliotecas cansta de cuatro pasos clave: la hibridacion, la extensién-ligadura, la amplificacion PCR y
la normalizacién de bibliotecas. El segundo procedimiento consiste en secuenciar la muestra preparada medjante el
uso de la quimica de SBS (secuenciacién por sintesis) en MiSeqDx. El tercer procedimiento utiliza el software de
analisis para analizar los resultados de la secuenciacién y generar archivos en formato VCF (formato de llamadas de
variantes) que contienen llamadas de variantes de cada muestra. La informacidn necesaria para configurar y analizar
un experimento de secuenciacidn, intltsida una lista de muestras 'y sus secuencias de indice, se detalla en un archivo
it hoja de muestras con formato de valores separados por comas {*.csv).

Preparacion de bibliotecas
+ Hibridacién: Hibridiza un grupo de oligonucledtidos ascendentes y descendentes especificos de las regiones
de interés del ADN genémico de la muestra, Al final de este proceso, un procedimiento de lavado de tres
pasos con un filtro con capacidad de seleccion de tamano elimina los oligonucledtidos sin ligar del /ADN

genomico.

+ Extension-ligadura: Conecta los oligonucledtidos ascendentes y descendentes hibridados. Una ADN
polimerasa se extiende desde los oligonucleotidos ascendentes hasta la region objetivo, seguida de la ligadura
hasta el extremo 5 del oligonucledtide descendente mediante el uso de una ADN ligasa. El resultado es la
formacion de productos que contienen los oligonuciedtidos especificos de las regiones de interés flanqueados
por las secuencias necesarias para la amplificacion. i

¢  Amplificacién PCR: Amplifica los productos de extension-ligadura con cebadores que anaden secuéncias de

A indice para el multiplexado de muestras, ast como secuencias de captura de celdas de flujo necesarias para la
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Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

generacién de grupos en MiSeqDx. Al final de este proceso, un procedimiento de limpieza de PCR p‘uriﬁcé
los productos de PCR (denominado biblioteca). i

¢ Normalizacién de bibliotecas: Normaliza la cantidad de cada biblioteca para garantizar una representacion
de bibliotecas mas equitativa en la biblioteca agrupada definitiva. Al final de este proceso, la biblioteca
agrupada se carga en MiSeqDx para proceder con la secuenciacién mediante el uso de la quimica de SBS.

Secuenciacion
La quimica de SBS utiliza un método basado en terminadores reversibles para detectar bases de nucleétidoes [(inicos en
la incorporacién a las cadenas de ADN en crecimiento. Durante cada ciclo de secuenciacién, se afiade un
desoxinucledtido trifosfato (dNTP) tnico marcado con fluorescencia a la cadena de 4cido nucleico. El nuclegtido
marcado sirve como terminador para la polimerizacién, de modo que tras cada incorporacién de dNTP, el cplorante
fluorescente se digitaliza para identificar la base y, a continuacién, la segmentacion enzimatica para permitir fla
incorporacién del nucledtido siguiente. Puesto que fos cuatro dNTP ligados al terminador reversible (A, G, I, C)
estdn presentes como moléculas tnicas, la competencia natural minimiza la tendencia a la incorporacién. Las llamadas
de bases se realizan directarmente a partir de las mediciones de intensidad de la sefial durante cada ciclo de
secuenciacion. El resultado final es la secuenciacion base por base.

Analisis
El software de andlisis en tiempo real (RTA) es el software de anélisis principal integrado que realiza analisis de
imagenes y llamadas de bases. Asimismo, asigna una puntuacion de calidad a cada base de cada ciclo de
secuenciacién. Cuando finaliza el analisis principal, el software de MiSeq Reporter del instrumento MiSeqDx inicia el
analisis secundario. MiSeq Reporter procesa las llamadas de bases generadas durante el analisis principal y genera

informacién sobre cada muestra en funcion de la informacién especificada en la hoja de muestras. El andlisis
secundario incluye la demultiplexacién, la generacion del archivo FASTQ, la alineacién, las llamadas de varjantes y la
generacién de archivos VCF que contienen informacion sobre las variantes que se encuentran en posiciones especificas
en un genoma de referencia.

Limitaciones del procedimiento

1 Para uso diagndstico in vitro.
2 Este producto ofrece lo siguiente:
Rendimiento de secuenciacion: »1 Gb
Lecturas: >3 millones
Longitud de lectura (en experimento "paired-end”): 2 x 150 bp
~~ Bases por encima de Q30: >75 % (més de un 75 % de las bases tiene una puntuacion de calidad segin la
escala de Phred superior a 30, lo que implica una precision de llamada de bases superior al 99,9 %)
3 Seha validado el sistema para la deteccion de variantes de nuclestido Gnico y deleciones de hasta tres bases.
La evaluacién de inserciones de una base se ha limitado a tres inserciones diferentes en tres cromogomas

independientes.

4  FEl sistema presenta problemas a la hora de detectar deleciones o inserciones de una base en tractos

homopoliméricos como, por gjemplo, poliA.

Fl sistema MiSeqDx se ha disefiado para ofrecer resultados cualitativos {es decir, genotipo).

6 Al igual que con cualquier flujo de trabajo basado en hibridacion, los polimorfismos o las mutaciones
subyacentes en regiones de oligonucledtidos unidos pueden afectar a los alelos que se estén comptobando y,
e consecuencia, a las llamadas realizadas.

7 La cobertura minima recomendada por amplicén necesaria para la llamada de variantes precisa (Q{max_gt |
poly_site) >= 100) es de 75x.

(3]
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Kit MiSegDx™
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Componentes del producto 9 4 4 2

El kit MiSeqDx Universal 1.0 de lumina consta de lo siguiente:

+ Kit MiSeqDx Universal 1.0 (n.2 de catdlogo DX-103-1001)

Reactivos

Reactivos suministrados

El kit MiSeqDx Universal 1.0 de lllumina se ha configurado para dos experimentos con un maximo de 48 mlLestras
por experimento (hasta un total de 96 muestras). Consulte las siguientes tablas para ver una lista completa de los
reactivos suministrados en este kit.

Kit MiSeqDx Universal 1.0, caja 1

Tahia ¥ Reactives de preamplificacion de la caja 1A

| Volumen |
Componente ‘ Cantidad de .| Principios activos Almacenamliento
Henado | :
Tampon de 1 tubo 432 ml | Soludon acuosa tamponada que contiene sales y Entre -25 °Cly -15 °C
hibridacion formamida
Mezcla de extension- |1 tubo 4,8ml | Solucidn acuosa tamponada que conticne una Entre -25 °C|y -15°C
ligadura mezcla patentada de ADN polimerasas, ADN ligasa
y dNTD
Cebadores de indice ! 1 tubo 192 1 | Cebadores de PCR con secuencias de indice y Entre -25 °Cly -15 °C
A (AB01) - H{A308) | por adaptadores de secuenciadon
cebador
Cebadores de indice 1 | 1 tubo 128 ul | Cebadores de PCR con secuencias de indice y Entre -25 °Cly -15 °C
(A701) - 12 (A712) por adaptadores de secuenciacion
cebador
Polimerasa de PCR 1 tubo 56 1l ADN polimerasa patentada Entre -25 *Cly -15 °C
Mezcla macstra de I 1tubo 28ml | Solucién acuosa tamponada que contiene sales Entre -25 °Cly -15°C
PCR | y dNTP
labia 2 Reactivas de posamplificacion de la caja 1B
Velumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenantiento
llenado
Diluyente de ' 1 tubo 4,6ml | Solucion acuosa tamponada que contiene sales, 2- l Entre-25°Cy -15°C
normalizacion de- mercaptoetanol y formamida
bibliotecas
- Tampdn de dilucién | 1 tubo 4,5ml | Solucién acuosa tamponada Entre -25 °Q y <15 °C
de biblioteca
Control interno PhiX | 1 tubo 10l Soluddn acucsa tamponada que contiene ADN Entre -25 °Q y -15 °C
genomico PhiX

Kit MiSeqDx Universal 1.0, caja 2

falxia 3 Reactives de posmnpliﬁcadén de la caja 2

Componente Cantidad i Contenide Almacenamiento
Cartucho de reactivo 2 cartuchos " Cartucho de un solo uso que contiene reactivos para la Entre -25 fC v -15 °C
de MiSeqDx generaddn y secuenciacion de grupos para su uso con

MiSeqDx, incluidos formamida, 2-mercaptoetanoly

DMSO <2 %
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Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

Kit MiSeqDx Universal 1.0, caja 3

fabla 4 Readivos de preamplificacion de la caja 3A 9 4 ;
Vaolumen 1

Componente Cantidad de Principios activos Almacenpmiento
llenado

Tampén de lavado 1 botella 24ml | Soludén acuosa tamponada que contiene sales, 2- Entre 2 °Cy 8 °C

restrictivo mercaptoetanol y formamida

Tampdn de lavado 1 tubo 4,8ml | Solucién acuosa tamponada que contiene sales | Entre2°Cy8°C

universal

‘Tabla ® Reactivos de posamplificacion de Ta caja. 3B

Volumen
Componente ' Cantidad de Principios activos Almacenamiento
llenado
Bolas de limpieza de | 1tubo 5ml Solucién acuosa tamponada que contiene bolas Entre2°Cy8°C
PCR 3 paramagnéticas de fase sélida y polietilenglicol "
Lavado de 2 tubos 4,8ml { Solucidn acuosa tam ponada que contiene sales, 2- Entre2°Cy 8°C
normalizacién de ; mercaptoetanol y formamida !
bibliotecas , 7
Bolas de biblioteca | 1tubo 1,2ml | Solucién acuosa tamponada que conticne bolas Entre 2 °C y 8 °C
paramagnéticas de fase solida
Celda de flujo 2 Tcelda | Sustrato de cristal con oligonudedtidos ligados de Entre 2 9C y 8 °C
MiSeqDx : contenedores | de flujo | manera covalente
Kit MiSegDx Universal 1.0, caja 4
Tabla ¢ Reactivos de posamplificacion de la caja 4
{ Velumen
Compenente Cantidad de Principios activos Almacepamiento
lenado
Solucion 585 de 2 botellas | 353,1ml | Solucidn acuosa tamponada Entre 29Cy 8°C
MiSeqDx (PR2) ]
Kit MiSegDx Universal 1.0, caja 5
Tavla 7 Reactivos de preamplificacion de la caja 5
Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenhamiento
lenado
Placa del filtro 2 placas N/A Placa de microtitulacién de polipropileno con una Entre 15/ °C y 30 °C
membiana de polietersulfona modificada

Tabla 8 Reactivos de posamplificacién de la caja 5

Volumen
Componente Cantidad de ' Principios activos Almacenamiento
‘ lienado
Tampon de cludon 1 tubo 4,8 ml .| Soluddn acuosa tamponada Entre 15 °C y 30 °C
Tampon de ' 1 tubo 3,5ml | Solucién acuosa tamponada Entre 15 °C y 30 °C
almacenamiento de
biblivteca
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Kit MiSeqDx™ Upﬂe/}s‘arw Y

Grupo de oligonucledtidos personalizados
Los oligonucleGtidos del cebador especificos los debe desarrollar el usuario y no se incluyen en el kif de preparacién
de bibliotecas. La Figura 1 ilustra el principio de disefio de los oligonucledtidos personalizados. El disefio de los
oligonucledtidos debe satisfacer los siguientes requisitos:

i FOU 7
ﬁ .-\
% m
Reactivos necesarios no suministrados «\ Pl
944 ]} T

*+ Se debe disefiar un par de oligonucledtidos personalizados para cada amplicon: una sonda person lizada 1
(oligonucledtido especifico de cada locus en secuencia arriba [ULSO}) y una sonda personalizada 2
(oligonucledtido especifico de cada locus en secuencia abajo [DLSOY).

« Los oligonucledtidos personalizados deben rodear la region de interés. La regién de interés puede ser de entre
150 y 250 bp para permitir la secuenciacién completa del fragmento con el kit 2 x 150.

¢ Ambos oligonucledtidos deben hibridarse en la misma cadena de ADN.

* Los oligonucledtidos personalizados deben contener adaptadores especificos de lllumina para posibilitar Ia
adicion de indices y la secuenciacion de adaptadores mediante PCR.
~ El adaptador 1 (5'- CAACGATCGTCGAAATTCGC-3') debe estar ubicado en el extremo 5’ de la sonda

personalizada 1 (ULSO).
El adaptador 2 (- AGATCGGAAGAGCGTCGTGTA-3') debe estar ubicado en el extremo 3’ de la sonda
personalizada 2 (DI.SO).

* La sonda personalizada 2 (DLSO) esta fosforilada en el extremo 5’ para admitir el paso de ligadura tras la
extension de la sonda personalizada 1 (ULSO).

Figura 1 Disefio de oligenucledtidos para el kit MiSegDx Universal 1.0

5 3

' Sonda Sonda
personalizada ¥, {P) _, personalizada 2
Adaptator 1 3 ‘“é 5 Adaptagor 2
’\J Cbjetivo: Reglén de interés ‘“\/

«  Se recomiendan los siguientes pardmetros de disefio de los oligonucleotidos:
~ Rango de longitud de la sonda entre 22 y 30 nucleétidos (region especifica seglin el gen).
Tamafio total del amplicén entre 190 y 290 pares de bases, incluidos los adaptadores.
- El contenido de GC del cebador recomendado puede oscilar entre el 25 % y el 70 %.
Rango de temperatura recomendado entre 55 °Cy70°C
—  La concentracion del cebador debe ser de 15 nM por oligonucledtido en el grupo personalizad
No se requiere purificacién de oligonucledtidos adicional tras la sintesis. Se recomienda la desalacién.
—  Los oligonucledtidos se pueden diluir en tampon TE.
El ntimero de amplicones por muestra puede oscilar entre 16 y 384.
Si se requieren placas para cubrir toda una region de interés, cada conjunto de sondas debe dirigirse a
una region con un solapamiento de entre 1 y 3 bp respecto de una regién objetivo adyacente. Los
conjuntos de sondas adyacentes se deben disefiar con el fin de alternar cadenas para evitar interferencias.
. La cobertura minima recomendada por amplicon necesario para la llamada de variantes es de 75x.
El ntimero de muestras por experimento se debe calcular en funcion de la cobertura minima recomendada y
dependeré de la uniformidad de la cobertura del grupo de oligonucledtidos personalizados.

Bl

&

Se debe crear un archivo de manifiesto para cada grupo de oligonucledtidos personalizados. El manifiestojes un
archivo de texto que contiene informacién sobre las regiones genémicas objetivo y es necesario para que MiSeq
Reporter pueda llevar a cabo el andlisis. Visite ¢l sitio web de Ilumina para descargar una plantilla del ar¢hivo de
manifiesto.
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Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

Reactivos de preamplificacion

Reactivos de posamplificacion

Almacenamiento y manipulacion

1
2

6 1 N © de referencia 15039608 Rev. A ESP

’

NaOH 10 N (preparacidn a partir de comprimidos o uso de una solucion estandar) |

Tampon TE
Agua sin ARNasa, sin ADNasa:

NaOH 10 N (preparacién a partir de comprimidos o uso de una solucidén estdndar)
Etanol, 200 proof, para biologia molecular

Tampdn TE

Agua sin ARNasa, sin ADNasa

La temperatura ambiente se define como la temperatura que oscila entre 15 °Cy 30 °C
Los siguientes reactivos se suministran congelados y permanecen estables cuando se almacenan a
temperatura de entre -25 °C y -15 °C hasta la fecha de caducidad especificada.
-~ Tampén de hibridacién
- Mezcla de extensidn-ligadura
— Cebadores de indice A (A501) - H {(A508)
— Cebadores de indice 1 {A701) - 12 {A712)
Polimerasa de PCR
Mezcla maestra de PCR
- Diluyente de normalizacién de bibliotecas
Tampdn de dilucion de biblioteca
~  Control interno PhiX
- Cartucho de reactivo de MiSeqDx
Salvo en el caso del cartucho de reactivo, los reactivos permanecen estables durante un maximo de

una

seis ciclos

de congelacién y descongelacion Hevados a cabo en una fecha anterior a la fecha de caducidad especificada.

No vuelva a congelar el cartucho de reactivo una vez descongelado. Se puede almacenar hasta sei
una temperatura de entre 2 °Cy 8 °C.
Los siguientes reactivos se suministran refrigerados y permanecen estables cuando se almacenan a
temperatura de entre 2 °C y 8 °C hasta la fecha de caducidad especificada.
-~ Tampoén de lavado restrictivo

.~ Tampén de lavado universal

— Bolas de limpieza de PCR

~ Bolas de biblioteca

.- Lavado de normalizacion de bibliotecas

~ Solucién SBS de MiSeqDx (PR2)

Celda de flujo MiSeqDx

s horas a

una

Los sigujentes reactivos se suministran a temperatura ambiente y permanecen estables cuando se almacenan

a temperatura ambiente hasta la fecha de caducidad especificada.
Tampoén de elucion
~  Placa dél filtro

— Tampén de almacenamiento de biblioteca
Los cambios en el aspecto fisico de los reactivos proporcionados pueden sefialar el deterioro de log

materiales. Si se producen cambios en el aspecto fisico (tales como cambios evidentes en el color del reactivo

o un aspecto turbio con contaminacioén microbiana), no utilice los reactivos.
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Materiales y equipo

Materiales y equipo suministrados vendidos por separado

Materiales y equipo necesarios no suministrados

10

11

12

1

(SR

[N

Materiales y equipo de la preamplificacion

1

bibliotecas pueden formar precipitados o cristales visibles. Antes de su uso, agite con fuerza y, a
continuacién, inspeccione visualmente para garantizar que no haya precipitados.
Siga estas practicas recomendadas para la manipulacién de las bolas de limpieza de PCR y las bol
biblioteca:
No se deben congelar las bolas en ningun caso.
— Deje que las bolas alcancen la temperatura ambiente. ‘
— Justo antes de su uso, agite las bolas hasta que queden bien suspendidas y el color muestre un
homogéneo.
— Mezcle bien la muestra después de afiadir las bolas pipeteando arriba y abajo 10 veces. Se pue
un mezclador para mezclar las muestras de forma homogénea.
Incube la mezcla de bolas/muestra a temperatura ambiente durante el Hempo indicado.
— Para utilizar el soporte magnético, siga las instrucciones. Antes de aspirar, espere a que la solu
aclare. Mantenga la placa en el soporte magnético mientras aspira lentamente el sobrenadante)
alterar las bolas apartadas. ‘
La placa de amplificacién PCR puede permanecer en el ciclador térmico durante toda la noche. Ta
puede almacenar a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C hasta dos dias. Antes de almacenar la pl
temperatura de entre 2 °C y 8 °C, selle el pocillo de la placa.
No congele las bolas de biblioteca ni las mezcle con el reactivo diluyente de normalizacion de bibli
no se van a utilizar de manera inmediata.
La placa de normalizacion de bibliotecas completa se puede almacenar a una temperatura de entrg
-15 °C hasta tres dias.

g AFHT

Los reactivos tampdn de hibridacién, tampén de lavado restrictivo y diluyente de norrializacion dé

as de

aspecto
e utilizar
cién se
y evite

mbién se
hca a una

ptecas si

25 °Cy

La biblioteca de amplicones agrupados se puede almacenar a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C hasta

tres dias. .

Cargue inmediatamente el grupo de amplicon diluido recién preparado en el cartucho de reactivo. |El
almacenamiento del grupo de amplicon diluido puede reducir considerablemente la densidad de grupos.

Instrumento MiSeqDx, n2 de catdlogo DX-410-1001

Kit TruSeq Index Plate Fixture, n.? de catdlogo FC-130-1005

Kit TruSeq Index Plate Fixture & Collar, n.? de catalogo FC-130-1 007

Tapones de recambio para el adaptador de indices, n. de catalogo DX-502-1003

Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para una placa de 96 pocillos. El bloque de calor debe cumplir
con las especificaciones de rendimiento siguientes. Los bloques de calor con tapas calientes se pue den

utilizar.
— Rango de temperatura: Ambiente de +5 °Ca 99 °C
Regulacién de temperatura: 0,1 °Ca 37 °C; £ 04 °Ca 60 °C

Incubadora de muestras: Se precisa una incubadora (horno de hibridacién). La incubadora debe cimplir con

las especificaciones de rendimiento siguientes:
- Rango de temperatura: Entre 10 °C'y 100 °C
— Regulacién de temperatura: = 0,2 °C
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Kit MiSeqDx™ Universal 1.0
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Materiales y equipo de la posamplificacién
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Centrifuga de sobremesa: Se precisa una centrifuga de sobremesa que pueda mantener 20 °C. (Se ph
centrifuga independiente en el drea de posamplificacién). Se admite cualquier centrifuga de placas épk Q€ pf
alcance las velocidades indicadas en el protocolo (de 280 a 2400 x g). l '
Pipetas de precisién: Se precisa un conjunto de pipetas de precision. (Se precisa un conjunto independiente
en el area de posamplificacién). Se precisa el uso de pipetas de precision para garantizar la administracion
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran con
frecuencia y ofrecen precision en el 5 % de volumen indicado.
Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.

Placas de PCR con faldones de 96 pocillos, 0,2 m, polipropileno o equivalente

NOTA: Asegurese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con ¢l soporte magnético.
—  Placas de almacenamiento de 96 pocillos, 0,8 ml (placas MIDI)
- Recipiente de solucién, PVC, sin AlDNasa/ARNasa (cubeta)

Sello de pelfcula de aluminio adhesiva
— Sello para placas de PCR adecuado

Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Ciclador térmice: Se precisa un ciclador térmico. El ciclador térmico debe tener una tapa caliente y cumplir
con las especificaciones de rendimiento siguientes:
— Rango de control de temperatura: Entre 4 °C 'y 99 °C
—  Precisién de control: + 0,25 °C de 35 °C a 99 °C
Agitador de microplacas: Se precisa un agitador de microplacas en el area de posamplificacion del
laboratorio. El agitador de placas debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes:
— Velocidad de mezcla max.: 3000 rpm
— Rango de velocidad de mezcla: De 200 a 3000 rpm
Centrifuga de sobremesa: Se precisa una centrifuga de sobremesa que pueda mantener 20 °C. (Se precisa una
centrifuga independiente en el arca de preamplificacion). Se admite cualquier centrifuga de placas que
alcance las velocidades indicadas en el protocolo {de 280 a 2400 x g).
Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para tubos. El bloque de calor debe cumplir con las
especificaciones de rendimiento siguientes:

Rango de temperatura: Ambiente de +5 °C a 99 °C
— Regulacién de temperatura: £ 0,1 °Ca 37 °C # 04 °Cas6l°C
Soporte magnético: Se precisa un soporte magnético para una placa de 96 pocillos. Se obtiene un mejor
resultado cuando los imanes se encuentran en un lado del soporte y no en la parte inferior,
Pipetas de precision: Se precisa un conjunto de pipetas de precisién. (Se precisa un conjunto independiente
en el area de preamplificacién). Se precisa el uso de pipetas de precision para garantizar la administracion
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran con
frecuencia y ofrecen precision en el 5 % de volumen indicado.
Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.
- Placas de PCR con faldones de 96 pocillos, 0,2 ml, polipropileno o equivalente

NOTA: Aseglirese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.

Placas de almacenamiento de 96 pocillos, 0,8 ml (placas MIDI}

Tubos cénicos, 15 ml
—  Tubos de microcentrifuga Eppendorf (recomendados con cierre de rosca)

Gradillas de ocho tubos de PCR
-~ Recipiente de solucién, PVC, sin ADNasa/ARNasa (cubeta)

Sello de pelicula de aluminio adhesiva
— Sello adhesivo para placas
— Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles
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Recopilacion, transporte y almacenamiento de mue:‘:t?a
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. NOTA

e . . . . .
Manipule todas las muestras como si fueran agentes potendalmente infecciosos.

1  Se pueden utilizar muestras de sangre total recogidas en tubos EDTA K.
2 Las muestras de sangre total se pueden almacenar durante un maximo de siete dias a temperatura ambiente,
un méaximo de 30 dias a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C o un méximo de 30 dfas congeladas|a una

temperatura de entre -25 °Cy -15 °C.
3 Es posible transportar sangre total durante un maximo de siete dias a temperatura ambiente, 30 dias a una
temperatura de entre 2 °C y 8 °C 0 30 dfas congelada a una temperatura de entre -25 “Cy -15 °C. El
transporte de sangre total debe cumplir con la regulacién nacional, federal, estatal y local en materia de
transporte de agentes etioldgicos.
4 No se observaron efectos adversos en el rendimiento del kit al someter el ADN genémico a seis ciclos de
congelacién y descongelacion,
No se observaron efectos adversos en el rendimiento del kit con muestras de sangre total con presencia
elevada de bilirrubina, colesteral, hemoglobina, triglicéridos o EDTA.

(%]

Advertencias y precauciones

PRECAUCION

Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a médicos u otros facultativos, o bajo
prescripeion de estos, que se éncuentren autorizados en virtud de la legislacion del estado en el que
ejercen su profesion para utilizar u ordenar la utilizadidn de este dispositivo.

1 Algunos componentes de este kit contienen formamida, una amida alifatica que es una toxina reproductiva
probable. (Consulte Reactives en la pagina 3 para obtener mas informacién). Evite su inhalacién o ingestion, o
el contacto con la piel o los ojos, pues podrian producirse lesiones. Deseche los contenedores y los contenidos
utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener mads infofmacion,
péngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Hllumina.

2 Algunos componentes de este kit contienen 2-mercaptoetanol, un agente reductor. (Consulte Reactizios en la
pagina 3 para obtener mas informacion). Evite su inhalacién o ingestion, o el contacto con la piel @ los ojos,
pues podrian producirse lesiones. Utilicelo en un area bien ventilada y deseche los contenedores y [los
contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener mas
informacién, péngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Hlumina.

3 Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.

4 El incumplimiento de los procedimientos descritos puede provocar resultados erréneos o una reduccidn
considerable de la calidad de las muestras.

5 Tenga en cuenta las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba ni fume
en las zonas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables y batas de laboratorio para la manipulacién
de muestras y los reactivos del kit. Lavese bien las manos tras la manipulacién de muestras y reactivos del
kit.

6 No utilice los componentes del kit una vez alcanzada la fecha de caducidad indicada en la etiqueta de la caja
del kit. No intercambie los componentes del kit de lotes de kit distintos. Tenga en cuenta que los totes de kit
se identifican con la etiqueta de la caja del kit. . , :

7 Almacene los componentes del kit a la temperatura especificada en las areas de preamplificacién y
posamplificacién designadas.

8 Los ciclos de congelacion y descongelacion repetidos (hasta seis) de los componentes de la caja 1 no afectardn
a la integridad del kit.
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Kit MiSeqDx™ Universal 1.0
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9  Para evitar la degradacion de las muestras o los reactivos, asegurese de que todos los vapores ?,,' pagh
sédico se hayan disipado completamente antes de iniciar el protocolo. & \: ~

10 Se precisa seguir practicas de laboratorio adecuadas y procedimientos éptimos en materia de higietie-eh- pA
laboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminacion de reactivos, instrumentos y
muestras de ADN gendmico. La contaminacién mediante PCR puede arrojar resultados poco precisos y
fiables.

11 Para evilar la contaminacién, asegirese de que las dreas de preamplificacién y posamplificacion dispongan
de equipos especializados (tales como pipetas, puntas de pipetas, mezcladores vorticiales y centrifugas).

12 Evite la contaminacién cruzada. Utilice puntas de pipeta nuevas entre muestras y dispensacidn de|reactivos.
Mezcle las muestras con una pipeta y centrifugue la placa cuando se indique. No agite las placas. El uso de
puntas resistentes a los aerosoles reduce el riesgo de contaminacion de restos de amplicones y de
contaminacion cruzada entre muestras.

13 El emparejamiento de muestras de indice debe coincidir exactamente con la hoja de muestras, Las
incoherencias entre la hoja de muestras y la disposicién de placas provocara la pérdida de identifi¢acion de
muestras positivas y la generacién de informes con resultados incorrectos.

14 Para el procedimiento de lavado, prepare siempre una solucion nueva con etanol al 80 %, El etanol puede
absorber agua del aire y afectar a los resultados.

15 Asegirese siempre de eliminar el etanol del fondo de los pocillos durante el procedimiento de lavado. Los
restos de etanol pueden afectar a los resultados.

16 Cumpla el iempo de secado especificado siguiendo el paso relativo al soporte magnético para garantizar una
evaporacién completa. Los restos de etanol pueden afectar al rendimiento de las reacciones posteriores.

17 No mezcle el grupo de oligonucledtidos personalizados y el tampon de hibridacion para el almacepamiento.
Al combinarse, el grupo de oligonucledtidos personalizados se vuelve inestable incluso si se almacena
congelado.

18 No se recomienda el uso de cicladores térmicos con refrigeracion activa (por ejemplo, efecto Peltier,
refrigeracién termoeléctrica) para el paso de hibridacion. El paso de refrigeracién pasiva es fundamental para
una hibridacién optima.

19 Anada siempre polimerasa de PCR a la mezcla maestra de PCR justo antes de su uso. Nunca almgcene la
solucion de trabajo combinada.

20 Durante el paso de normalizacién de bibliotecas, es muy importante resuspender por completo el pellet de las
bolas de 1a biblioteca. Esto resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogénea e la celda
de flujo de MiSeqDx.

21 Cumpla los tiempos de incubacion especificados en el paso de normalizacién de bibliotecas. Una i cubacion
inadecuada puede afectar a la representacion de bibliotecas y la densidad de grupos.

22 Debido al numero de transferencias de placas y al potencial de contaminacion consiguiente, se debe prestar
especial atencién para garantizar que el contenido de los pocillos permanezca completamente en el pocillo.
Evite las salpicaduras de contenido.

23 La recomendacion de entrada de ADN de 250 ng permite la variacién en la cantidad de ADN. Este nivel de
entrada determina el rendimiento del kit.

Notas de procedimiento

1 THumina precisa la inclusion de una muestra de ADN de control positivo y un control negativo (NTC o
control sin plantilla) en cada experimento, que se define como un conjunto de muestras procesadaf en
paralelo. La muestra de ADN de control positivo debe contar con unas caracterfsticas bien definidas con una
variante conocida en la regién de interés.

2 Antes de iniciar el protocolo del kit MiSeqDx Universal 1.0, extraiga y cuantifique el ADN.
3 Se puede utilizar cualquier método de extraccion de ADN validado.
4  Cuantifique el ADN con un espectrémetro. Verifique que A260/A280 de 1a muestra de ADN sea superior a

1,5. Normalice Ia muestra de ADN a 50 ng/ul. Cada muestra requiere 5 pl de ADN genomico (total de
250 ng). ;
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Produccidn de muestras y representacién de indices

Para el kit MiSeqDx Universal 1.0 de Illumina, la produccién de muestras por experimento MiSegDx es de
48 muestras. Los cebadores de indice utilizados durante la amplificacién PCR se deben elegir en funcion de|la

produccién final de muestras deseada con el fin de garantizar la diversidad de la secuencia de indice.

NOTA

L4

Para una eficacia de produccién maxima, proceda con la preparacién de bibliotecas de hasta 96

muestras y, a continuacién, divida las muestras en dos experimentos de secuendaddn con un maximo

de 48 muestras cada

uno.

MiSeqDx utiliza un LED verde para secuenciar bases G/T y un LED rojo para secuenciar bases A/C. En cada ciclg, se
debe leer como minimo uno de los dos nucledtidos de cada canal de color para garantizar un registro adecuado. Es
importante mantener el equilibrio de colores de cada base de la lectura de indice que es objeto de secuenciacion
puesto que, de lo contrario, se podria producir un fallo de registro durante la secuenciacion de la lectura del indice.

Consulte la Tabla 9 para elegir las combinaciones de cebadores de indice para experimentos de 48 o 96 mugstras.

1abla % Combinaciones de cebadores de indice para experimentos de secuenciacion de 48 muestras o 96 muestras

FilasdelaAalaH

Columnas de lalalaé

Columnas de la 7 a ln 12

Cebador de indice A {A501)

Cebador de indice 1 (A701)

Cebador de indice 6 (A7006)

Cebador de indice B (A502)

Cebador de indice 2 {(A702)

Cebador de indice 7 (A707)

Cebador de indice C (A303)

| Cebador de indice 3 {A703)

Cebador de indice 8 (A708)

Cebador de indice D {A504)

Cebador de indice 4 {A704)

Cebador de indice 9 (A709)

Cebador de indice E (A305)

Cebadoer de indice 5 (A7053)

Cebador de indice 11 (A711

}

Cebador de indice F (A506)

Cebador de indice 10 (A710)

Cebador de indice 12 (A712)

Cebador de indice G {A507)

Cebador de indice H (A508)

Si la secuenciacion es inferior a 48 muestras en un experimento de secuenciacién, seleccione los indices apr bpiadaos de
acuerdo con sus secuencias para mantener el equilibrio de color en los canales verde y rojo. Consulte la Tabla 11 y la
Tabla 12. Como minimo, los experimentos que emplean entre 8 y 48 muestras deben incluir las combinaciones de

cebadores de indice que se muestran en la Tabia 10.

Para procesar con precisién experimentos més pequeiios,

como minimo se debe disponer de ocho muestras{ 5i no se

dispone de seis muestras Ginicas (excluidos los controles positivos y negativos), se puede llenar el experimento con

duplicados de muestras o de cualquier muestra d

e ADN genémico humano. Consulte la Tabla 10 para obtener

informacion sobre el conjunto minimo de indices con equilibrio de color que utilizar para los experimentos de

secuenciacién de ocho muest

latslo 10 Combinadiones de ce

ras.

badores de indice para experimentos de secuenciaciin de ocho muestras

Cehador de indice 1 Cebador de indice 2 Cebador de indice 10
. {A701) (A702) {(A710)
Cebador de indice C Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 -
(A503)
Cebador de indice D Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
{A504) }
Cebador de indice E Muestra 7 Muestra 8 --
(AS05)
ro de 2014 N ° de referencia 15038608 Rev. A ESP | 11
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Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

Secuencias del cebador de indice

Tablr 11 Secuencias para Cebadores de indice A (A50T) - H (A508)

Cebador de indice

Secuencia

Cebador de indice A (A501)

| TGAACCTT

' Cebador de indice B (A502)

—_—— — e o

Cebador de indice C {A503)

" TGCTAAGT

TGTTCTCT

' Cebador de indice D (A504)

[S——

Cebador de indice E (A303)

TAAGACAC

CTAATCGA

Cebador de indice F (AS06)

CTAGAACA

L. .

Cebador de indice G {A507)

TAAGTTCC

-

Cebador de indice H (A508)

TAGACCTA

faola i2 Secuencias para Cebadores de indice 1 (A701)- 12 (A712)

Cebador de indice Secuencia
Cebador de indice 1 (A701} ATCACGAC
 Cobador de indice 2 (A702) - ACAGTGGT -
T Cebador de indice 3 (A703) CAGATCCA B
" Cebador de indice 4 (A704) ACAAACGG .
Cebador de indice 5 (A705) ACCCAGCA B
E Cebador de indice 6 (A706) _ AACCCCTC _:
Cebador de indice 7 (A707) CCCAACCT
; Cebador de indice 8 (A708) CACCACAC J
Cebador de indice 9 (A709) GAAACCCA
I Cebador de indice 10 (A710) TGTGACCA
" Cebador de indice 1 (A711) AGGGTCAA
AGGAGTGG -

" Cebador de indice 12 (A712)

Instrucciones de uso

Preparacién de la hoja de muestras de MiSeqDx

1  En la pantalla Welcome (Bienvenida) de Gestor de la lista de trabajos de lllumina, seleccione Create Worklist

(Crear lista de trabajo).

2 En el campo Test Type (Tipo de prueba), seleccione MiSeqDx Universal.

N.° de referencia 15039608 Rev. A ESP
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Kit MiSeqDx™

4

5
6

Introduccion de informacién de la muestra

1

5

Hibridacién de grupo de oligonucledtidos

9442

En el campo quklist Name {(Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre para la h
—  Si se usa el ID alfanumérico del cédigo de barras del cartucho de reactivo para el nombre de la

muestras, software operativo de MiSeq (MOS) encontrara la hoja de muestras automdticamente

— Si se asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el boton Browse (Examinar) de spflware

operativo de MiSeq (MOS) para localizar la hoja de muestras correspondiente.
[Oocional] Escriba una descripcidn para identificar el experimento.
Asegtirese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento.
Seleccione Next (Siguiente).

En la ficha Table (Tabla) o la ficha Plate (Placa), introduzca la siguiente informacion de cada pocill
contiene muestra:
a Sample ID (ID de muestra): Introduzca un ID de muestra tnico.

D que

b Index 1 (indice 1) e Index 2 (indice 2): Especifique el adaptador de indices que se utilizard para cada

lectura del indice.

¢ Manifest (Manifiesto): Especifique el nombre del archivo de manifiesto que contiene informacion sobre

las muestras del pocillo especifico.
Para obtener mas informacién sobre el archivo de manifiesto, consulte Grupo du eligenucledtidos
personalizados en la pdgina 5.
{Opcional] Para registrar informacién mds detallada sobre las muestras, introduzca un nombre y u
descripcién para la muestra.
[Opcional} Para identificar controles en la placa, seleccione Negative (Negativo) o Positive (Positivg
ment desplegable Control (Control).
Vaya a la ficha Plate Graphic (Gréfico de placa) y utilice la opcién Copy to Clipboard (Copiar al
portapapeles) o Print (Imprimir) para capturar una imagen de la placa de muestras.
Seleccione Finish (Finalizar).

fa

1} en el

DN

te los

Preparacion

1 Deje que el grupo de oligonucledtidos personalizados, el tampdn de hibridacién, las muestras de A
gendmico y la muestra de control positivo alcancen la temperatura ambiente.

2 Agite el grupo de oligonucledtidos personalizados y el tampdén de hibridacion con fuerza para asegurarse de
que todos los precipitados se hayan disuelto por completo y, a continuacién, centrifugue brevemen
tubos para recoger el liquido.

3 Caliente un bloque de calor de 96 pocillos a 95 °C.

4 Precaliente una incubadora a 37 °C.

5 Creela placa de muestras de acuerdo con el grafico de placa impreso con el IWM.

Procedimiento

1

Disponga una nueva placa de PCR de 96 pbcillos {en adelante, placa HYB).

2 Afiada 5 pl de muestra o control a 50 ng/ul (250 ng total) en los pocillos correspondientes de la placa HYB.
Siga la disposicion de placas generada para una seleccién correcta de los pocillos.

3 Afada 5 ul de grupo de oligonucledtidos personalizados en todos en todos los pocilios que contienen ADN
genomico. '

4 Afada 40 ul de Tampdn de hibridacion en cada muestra de la placa HYB. Pipetee con cuidado arriba y abajo
entre tres y cinco veces para mezclar.

5 Selle la placa HYB y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

6 Coloque la placa HYB en el bloque precalentado a 95 °C e inctibela durante un minuto.
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7 Reduzca la temperatura del bloque de calor a 40 °C y sigalo incubando hasta que alcance los 40 °
(aproximadamente, unos 80 minutos).
Para una hibridacién adecuada es fundamental una refrigeracion gradual; por lo tanto, no se recomiendan
los cicladores térmicos para PCR con refrigeracion activa (por ejemplo, efecto Peltier, refrigeracion
termoeléctrica) para este proceso.

. TUNTODE DETENCION DE SEGURIDAD
A ?" Cuando el bloque de calor alcanza 40 °C, la placa HYB permanece estable a 40 °C durante dos horas

Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

Eliminacion de oligonucledtidos sin ligar

Preparacion

1 Deje que la mezcla de extensién-ligadura, ¢l tampén de lavado restrictivo y el tampén de lavado universal
alcancen la temperatura ambiente y, a continuacidn, agite brevemente.

2 Monte el conjunto de la unidad de la placa del filtro (en adelante, FPU) desde la parte superior hasta la parte

inferior: tapa, placa del filtro, collar adaptador y placa MIDL

Realice un lavado previo a la membrana de la placa del filtro como se indica a continuacion:

a  Afiada 45 pl de tampén de lavado restrictivo en cada pocillo.

b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.

o

Procedimiento
1 Retire la placa HYB del bloque de calor y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.
2 Transfiera el volumen integro (aproximadamente 55 pl) de cada muestra a los pocillos correspondlentes de la
placa del filtro.
3 Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos,
4 Lavela placa del filtro como se indica a continuacion:
a  Afiada 45 ul de tampén de lavado restrictivo en cada pocillo de muestra.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.
5 Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior.

% NOTA
1? Si el tampén de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a 2400 = g a 20 °C hasta que
haya pasado todo el liquido (unos cinco o diez minutos adicionales).

6 Deseche todo el flujo (que contiene formamida) recogido hasta este punto y, a continuacidn, vuelva a montar
la FPU.

7  ARada 45 ul de tampodn de lavado universal en cada pocillo de muestra.

§ Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante 10 minutos.

=

L NOTA
‘y Asegiirese de que se haya drenado todo el liquido tras el centrifugado. Repita el centrifugado en cas
necesario.

Extension-ligadura de oligonucledtidos ligados

Procedimiento

1 Afiada 45 pul de mezcla de extension-ligadura en cada pocillo de muestra de la placa del filro.
2 Selle la placa del filtro con pelicula de aluminio adhesiva y, a continuacion, ctibrala con la tapa.
3 Incube la FPU en la incubadora precalentada a 37 °C durante 45 minutos.
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Amplificacién PCR

Preparacion

1 Prepare NaOH 0,05 N nuevo.

2 Determine los cebadores de indice que se deben utilizar de acuerdo con la impresion del grafico de|ia placa
de Gestor de la lista de trabajos de lllumina.

3 Deje que la mezcla maestra de PCR y los cebadores de indice adecuados alcancen la temperatura a mbiente.
Agite cada tubo congelado para mezclarlo y, a continuacién, centrifugue brevemente los tubos.

4 Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa AMP).

Afada cebadores de indice a la placa AMP como se indica a continuacién:

a Afada 4 ul de cebadores de indice seleccionados [A (A501) - H (A508)] al pocillo correspondiente en una
columna de la placa AMP.

b Descche los tapones blancos originales y coloque tapones blancos nuevos.

¢ Afada 4 pl de cebadores de indice seleccionados [1 (A701) - 12 {A712)] a la fila correspondiente de la
placa AMP. Se deben cambiar las puntas después de cada fila para evitar la contaminacién cruzada entre
indices.

d Deseche los tapones naranjas originales y coloque tapones naranjas nuevos.

6 Prepare la solucién de trabajo de PCR de mezcla maestra de PCR/polimerasa de PCR tal y como se indica a
continuacion:
a Para 96 muestras, anada 56 pl de polimerasa de PCR a 2,8 ml de mezcla maestra de PCR.
b Invierta Ia solucién de trabajo de PCR preparada 20 veces para mezclatla.
La solucién de trabajo de PCR permanece estable a temperatura ambiente durante 10 minutos.

93]

Procedimiento
1 Retire la FPU de la incubadora y, a continuacion, retire el sello de pelicula de aluminio.
2 Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante dos minutos.
3  Anada 25 ul de NaOH 0,05 N en cada pocillo de muestra en la placa del filtro. Pipetee NaOH arriba y abajo
cinco o seis veces.
4 Cubra e incube la placa del filtro a temperatura ambiente durante cinco minutos.
Mientras la placa del filtro se incuba, transfiera 22 ul de la solucién de trabajo de PCR a cada pocitlo de la
placa AMP que contiene cebadores de indice.
6 Transfiera muestras eluidas desde el filtro hasta la placa AMP como se indica a continuacion:
a Pipetee las muestras en la primera columna de la placa del filtro arriba y abajo cinco o seis veces.
b Transfiera 20 u! desde la placa del filtro a la columna correspondiente de la placa AMP.
¢ Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco o seis veces para combinar bien el ADN con la solucién de
trabajo de PCR.
d Transfiera las columnas restantes desde la placa del filtro a la placa AMP de una manera similar. Se
deben cambiar las puntas después de cada columua para evitar la contaminacién cruzada entre indices y
muestras.
Selle la placa AMP y asegurela con un rodillo de goma.
Centrifugue a 1000 x g 2 20 °C durante un minuto.
Transfiera la placa AMP al area de posamplificacion.
10 FEjecute el proceso de PCR mediante el uso del siguiente programa en un ciclador térmico:
— 95 °C durante 3 minutos
-- 25 ciclos de:
95 °C durante 30 segundos
— 62 °C durante 30 segundos
~ 72 °C durante 60 segundos
— 72 °C durante 5 minutos

i

oo 3
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— Mantenga la temperatura a 10 °C. 9 4 2 Bl& o
4 2O

Kit MiSeqDx™ Universal 1.0 %

]

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

A 5,;,? Si no se procede de manera inmediata a la limpieza de PCR, la placa AMP puede permanecer en el
““z' cidador térmico toda la noche o se puede aimacenar a una temperatura de 2 °C a 8 °C hasta 48 horag.
Limpieza de PCR
Preparacion

1 Deje que las bolas de limpieza de PCR alcancen la temperatura ambiente.
2 Prepare una solucion nueva con etanol al 80 % a partir de una solucién de etanol absoluta.

Procedimiento

1 Centrifugue la placa AMP a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

2 Disponga una nueva placa MIDI (en adelante, placa CLP).

3 Tnvierta las bolas de limpieza de PCR 10 veces. Agite con vigor y, a continuacidn, invierta 10 veces mas.
Inspeccione visualmente la solucion para garantizar que las bolas estan resuspendidas.

4 Afada 45 pl de bolas de limpieza de PCR en cada pocillo de la placa CLP.

5 Transfiera todo el producto de PCR de la placa AMP a la placa CLP.

6 Selle la placa CLP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos.

7 Incube a temperatura ambiente sin agitar durante 10 minutos.

8 Coloque la placa en un soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el sobrenadante
desaparezca.

Con Ja placa CLP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

10 Con la placa CLP en el soporte magnético, lave las bolas tal y como se indica a continuacion:
a  Afiada 200 ul de etanol al 80 % recién preparado en cada pocillo de muestra.

b Incube la placa en el soporte magnético durante un minimo de 30 segundos o hasta que el sobrenadante
desaparezca.
¢ Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

11 Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior.

12 Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracion de pipeteo a 20 pl para extraer el exceso de etanol.

13 Retire la placa CLP del soporte magnético y deje secar las bolas durante 10 minutos.

14 Ahada 30 ! de tampdn de elucion en cada muestra y, a continuacidn, agite brevemente.

15 Selle la placa CLP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos. Tras agitar,
verifique si las muestras estaban resuspendidas. En caso contrario, repita este paso.

16 Incube a temperatura ambiente durante dos minutos.

17 Coloque la placa CLP en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el
sobrenadante desaparezca.

18 Disponga una nueva placa MIDI {en adelante, placa LNP).

19 Transfiera 20 il del sobrenadante de la placa CLP a la placa LNP.

20 [Opcional| Transfiera los 10 pl de sobrenadante restante de la placa CLP a una nueva placa y asigne una
etiqueta a la placa que incluya un nombre de experimento y la fecha. Almacene la placa a una temperatura
entre -25 °C y -15 °C hasta la finalizacion del experimento de secuenciacion y el andlisis de los datos. Los
productos de PCR limpios se pueden utilizar con fines de solucién de problemas en caso de que s¢
produzcan fallos en las muestras.

) PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD
¥ . Sisedetiene en este punto, selle la placa LNP y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto. La placa
permanece estable hasta tres horas a entre 2°Cy8°C.
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Normalizacion de bibliotecas 9 4 4

Preparacién
1 Prepare NaOH 0,1 N nuevo.
2 Deje que el diluyente de normalizacion de bibliotecas, las bolas de biblioteca y el lavado de normalizacion de
bibliotecas alcancen la temperatura ambiente.
Agite las bolas de biblioteca con vigor y aseglrese de que todos los precipitados se hayan disuelto por
completo.
4 Agite las bolas de biblioteca con vigor durante un minuto invirtiéndolo de manera intermitente haslta que las
bolas se resuspendan y no quede pellet en el fondo del tubo cuando este se invierte.

)

Procedimiento
1 Mezcle diluyente de normalizacidn de bibliotecas y bolas de biblioteca en un tubo conico nuevo de(15 ml
como se indica a continuacion:

" NOTA
Si se van a procesar menos de 24 muestras, utilice un tubo nuevo de 1,5 ml.

a Para 96 muestras, aitada 4,4 ml de diluvente de normalizacién de bibliotecas.
b Pipetee bolas de biblioteca arriba y abajo 10 veces para resuspender.

% NCTA

“v Resulta muy importante resuspender completamente el pellet de las bolas de la biblioteca del fondo
del tubo. Si utiliza una P1000, se asegurara de que las bolas queden resuspendidas de manera
homogénea y de que no quede masa de bolas en el fondo del tubo. Esto resulta fundamental para
lograr una densidad de grupos homogénea en la celda de flujo.

¢ Para 96 muestras, pipetee 800 ! de bolas de biblioteca en el tubo que contiene diluyente de
normalizacion de bibliotecas.
d  Déla vuelta al tubo entre 15 y 20 veces para mezclar el contenido.

2 Afada 45 ul de la solucidn de trabajo dituyente de normalizacion de bibliotecas/bolas de biblioteca
combinada en cada pocillo de 1a placa LNP que contiene bibliotecas.
3  Selle la placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.

4 Coloque la placa en un soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el sobrenadante
desaparezca.
Con la placa LNP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.
6 Retire la placa LNP del soporte magnético y lave las bolas con lavado de normalizacién de bibliotecas como
se indica a continuacion:
a  Afiada 45 ul de lavado de normalizacion de bibliotecas en cada pocillo de muestra.
b Sellela placa LNP v agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.
¢ Cologue la placa en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el
sobrenadante desaparezca.
d Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.
7 Repita el procedimiento de lavado de normalizacién de bibliotecas tal y como se describe en el paso anterior.
8 Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracion de pipeteo a 20 ul para extraer el exceso de lavado de
normalizacién de bibliotecas.
9 Retire la placa LNP del soporte magnético y afada 30 ul de NaOH 0,1 N en cada pocillo.
10 Selle 1a placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.
11 Durante los cinco minutos de elucién, disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa
SGP).
12 Afada 30 ul de tampén de almacenamiento de biblioteca a cada pocillo que se debe utilizar en la pplaca SGP.

93]
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13 Tras la elucion de cinco minutos, asegtrese de que todas las muestras de la placa LNP estén resuEIBén"ajgas-”;,:no
por completo. Si las muestras no estan completamente resuspendidas, pipetee con cuidado las muestias | .
arriba y abajo o golpee ligeramente la placa contra la mesa para resuspender las bolas y, a continuacion,
agite cinco minutos més. !

14 Coloque la placa LNP en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos. ‘

15 Transfiera el sobrenadante de la placa LNP a la placa SGP. Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco veces
para mezclar. ‘

16 Selle la placa SGP y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD
Sino se procede de manera inmediata a la agrupacion de bibliotecas y la consiguiente secuendadon ér\

4 MiSeqDx, almacenc la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 °C y -15°C hasta tres dias. |

Agrupacion de bibliotecas

Preparacion para agrupacion de bibliotecas

1 Caliente un blogue de calor apto para tubos de centrifuga de 1,5 ml a 96 °C,

2 En una hielera, prepare un bafio de agua con hielo. Enfrie el tampdn de dilucién de biblioteca en ellbano de
agua con hielo.

3 Empiece a descongelar el cartucho de reactivo de MiSeqDx.

Preparacién de una dilucion nueva de NaOH

f PRECAUCION
El uso de una solucdn nueva de NaOH diluida es esendal para desnaturalizar completamente las
muestras para la generacién de grupos en MiSeqDx.

-

1 Combine los volimenes siguientes en un tubo de microcentrifuga:
Agua sin ARNasa, ADNasa (900 pi)
Preparado de NaOH 1,0 N (100 pl)

2 Invierta el tubo varias veces para mezclar.

Desnaturalizacion y dilucion de Control interno PhiX

1 Combine los siguientes voliimenes para diluir la biblioteca Control interno PhiX a 2 nM:
Biblioteca Control interno PhiX de 10 nM (2 ul)
1 tampén TE (8 ul)

Combine los siguientes volimenes para que dé como resultado una biblioteca Control interno Phix de 1 nM:
Biblioteca Control interno PhiX de 2 nM (10 pl)
NaOH 0,1 N (10 ul)

Agite brevemente para mezclar la solucién de la biblioteca Control interno PhiX de 1 nM.

Centrifugue la solucién de plantilla a 280 x g a 20 °C durante un minuto.
Inctbela durante 4,5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la biblioteca Control interno PhiX

en cadenas individuales, i
6 Afiada el siguiente volumen de tampén de dilucién de biblioteca previamente refrigerado en el tubo que
contiene 1a biblioteca Control interno PhiX desnaturalizada para obtener una biblioteca Control interno PhiX
de 20 pM.
Biblioteca Control interno PhiX desnaturalizada (20 pl)
Tampén de dilucién de biblioteca enfriado previamente (980 ul)

3]

G1 W W2

Preparacion del cartucho de reactivo
1 Descongele el cartucho de reactivo de MiSeqDx con un bafio de agua con suficiente agua desionizada a
temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho de reactivo hasta la linea de agua jimpresa en

am
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Inspeccion del cartucho de reactivo

1

Preparacion de muestras para secuenciacion

1

Kitmisea ‘

este. No permita que el agua supere la linea de agua maxima.

Descongele el cartucho de reactivo en el bafio de agua a temperatura ambiente duge %ximad it

una hora o hasta que se haya descongelado por completo.

Saque el cartucho del bafio de agua y dé unos suaves toques en la mesa para que el agua salga de
cartucho. Seque la base del cartucho. Asegirese de que no haya salpicaduras de agua en la parte st
cartucho de reactivo.

Invierta el cartucho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados y para compro
visualmente que todas las posiciones estén descongeladas.
NOTA

Es esendal que los reactivos del cartucho estén completamente descongelados y mezclados para garg
una correcta secuendacion,

Inspeccione visualmente el reactivo de la posicion 1 para asegurarse de que se haya mezclado
completamente y no presente precipitados.
Golpee suavemente el cartucho en la mesa para reducir las burbujas de aire en los reactivos.

. NOTA

e

que resulta importante que estos no presenten burbujas de aire.

Al

la base del
iperior del

bar

ntizar

Los tubos del dispensador MiSegDx acceden al fondo de cada depdsito para aspirar los reactivos, de rnodo

Coloque el cartucho de reactivo en hielo o resérvelo a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C (hasta sgis horas)

hasta que esté listo para configurar el experimento. Para obtener unos resultados 6ptimos, proceda
directamente con la carga de la muestra y la configuracién del experimento.

Deje que el tampén de dilucién de biblioteca alcance la temperatura ambiente. Agite el tampdn dé g
biblioteca y aseglirese de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo.

ilucién de

2 Sila placa SGP se ha almacenado congelada, descongele la placa SGP a temperatura ambiente.

3 Centrifugue Ja placa SGP a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

4 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo PAL).

5 Determine las muestras que se deben agrupar para la secuenciacién. Se puede agrupar un méaximo|de 48
muestras para su secuenciacion.

6 Sila placa SGP se ha almacenado congelada, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar pipeteando
arriba y abajo entre tres y cinco veces.

7  Transfiera 5 u! de cada biblioteca que se deba secuenciar de la placa SGP, columna por columna, 3 un
portagradillas de ocho tubos de PCR. Selle la placa SGP con un sello adhesivo para placas y reséryela.
* v NCTA

b Tras su uso, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 °C y -15 *C. La placa SGP
sellada permanece estable hasta tres dias.

8§ Combine y transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL. Mezcle bien el tubo PAL.

9 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo DAL).

10 Afada 585 ul de tampén de dilucién de biblioteca al tubo DAL.

11 ARada 6 pl de 20 pM de control interno PhiX al tubo DAL. Pipetee arriba y abajo entre tres y cinco veces
para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.

12 Transfiera 9 ul de PAL al tubo DAL que contiene Tampén de dilucion de biblioteca. Pipetee arriba y abajo
entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.

13 Mezcle la DAL agitando el tubo tan rapido como pueda.

14 Centrifugue el tubo DAL a 1000 = g a 20 °C durante un minuto.

15 Incube el tubo DAL en un bloque de calor a 96 °C durante dos minutos.
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16 Tras la incubacidn, invierta el tubo DAL una o dos veces para mezclar y, a continuacion, coloquelo
inmediatamente en el bafio de agua con hielo.
17 Mantenga el tubo DAL en el baiio de agua con hielo durante cinco minutos.

Carga de biblictecas de muestras en cartuchos
1 Utilice una punta de pipeta de 1 ml independiente, limpia y vacia para perforar el sello metdlico situado por

encima del depdsito del cartucho de reactivo etiquetado como Load Samples (Carga de muestras).
2 Pipetee 600 ul de las bibliotecas de muestra en el depésito Load Samples (Carga de muestras). Prodeda con
cuidado para evitar tocar el sello metdlico al dispensar la muestra.
Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depésito tras la carga de muestras. En caso de que haya
burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas.
Contintie directamente con los pasos de configuracion del experimento con la interfaz de software opera tivo
de MiSeq (MOS). :

G

Configuracion del experimento

1 Inicie sesidn en el software operativo de MiSeq (MOS).

2 Seleccione Sequence (Secuenciar).

Se abrird un conjunto de pantallas de configuracién del experimento en el siguiente orden: Select Run Type
(Seleccionar tipo de experimento), Load Flow Cell (Cargar celda de flujo), Load Reagents (Cargar reactivos),
Review (Revisar) y Pre-Run Check (Comprobacion previa al experimento).

3 Seleccione Diagnostic Run (Experimento diagnostico).

4 Cuando aparezca la pantalla Load Flow Cell (Cargar celda de flujo), limpie la celda de flujo y, después,
carguela.

5 Cierre la puerta del compartimento de la celda de flujo y el cierre de la celda de flujo.
Tanto el cierre como la puerta del compartimento deben estar cerrados antes de iniciar el experimento.
Cuando la celda de flujo esta cargada, el software lee y registra la RFID. Aparecerd una confirmacign de que
la RFID se ha leido correctamente en la esquina inferior derecha de la pantalla. ‘

6 Cuando aparezca la pantalla Load Reagents (Cargar reactivos), vacie la botella de residuos, carguela botella
de Solucién SBS de MiSeqDx (PR2) vy, a continuacidn, cargue el cartucho de reactivo.
Cuando la botella de solucién SBS de MiSeqDx (PR2) y el cartucho de reactivo estan cargados, el software lee
y registra la RFID. Aparecerd una confirmacién de que la RFID se ha leido correctamente en la esquina
inferior derecha de la pantalla.

7 Seleccione la hoja de muestras correspondiente.
El software buscara de forma predeterminada un archivo de hoja de muestras cuyo nombre coincida con el
nimero del cédigo de barras del cartucho de reactivo cargado en el instrumento.

8 Confirme la configuracion del experimento y los resultados de la comprobacion previa al experimento.

9 Inicie el experimento.
La pantaila Sequencing (Secuenciacion) se abre cuando empieza el experimento. Esta pantalla proporciona
una representacion visual del experimento en curso, incluidas las intensidades y las puntuaciones| de calidad
{puntuaciones Q).

Procedimientos de control de calidad

Las practicas recomendadas de laboratorio indican que se incluya una muestra de ADN de control positive y una
muestra de control negativo (sin plantilla) en cada experimento. La muestra de ADN de control positivo debe contar
con unas caracteristicas bien definidas con variantes conocidas en la regidn de interés.

+ Si un control sin plantilla genera un indice de llamada superior al 10 %, indica contaminacion en |el control
sin plantilla. EI protocolo se considera erroneo y, por lo tanto, se debe repetir todo el protocolo desde la
preparacién de bibliotecas.
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» La muestra de control positivo debe generar el resultado previsto. Si el control positivo genera un ¢
distinto al previsto, indica un posible error en e} seguimiento de la muestra o el registro incorrecto d
cebadores de indice. Se debe repetir todo el protocolo desde la preparacion de bibliotecas.

!
} Febrero de 2014 A ESP | 21

eji;}dro Diez *

ode .
{  BioSystems S.A. MN 14.421%
BIOSYSTEMS S.A,




Kit MiSeqDx™ Universal
V‘:,.‘ [ =LY

Caracteristicas de rendimiento .=

Frecision
Se llevaron a cabo dos estudios independientes para evaluar la precision de la plataforma MiSeqDx.

Estudio 1
En este estudio se ha empleado un ensayo tipico diseflado para buscar una variedad de genes de 24 434 bases de 19
cromosomas diferentes con posibles exones clinicamente relevantes. Las 13 muestras tinicas utilizadas en estel estudio
corresponden a dos padres y 11 nifios que varios laboratorios habian secuenciado con frecuencia mediante djferentes
metodologfas de secuenciacién. Seis muestras pertenecen a mujeres, y siete muestras, a hombres. Se deternﬁl‘;é la
precisién de las variantes de nucledtido tinico (SNV, por sus siglas en inglés) mediante la comparacién de los datos
del estudio con una base de datos de referencia bien fundamentada. La secuencia de la base de datos de referencia se
obtuvo a partir de la combinacién de varias metodologias de secuenciacidn, datos publicos e informacién hereditaria.
Se creé la siguiente tabla para evaluar la precisién del sistema en funcién de los datos del primer experimento del
estudio. No se repitié ninguna prueba de este estudio.

Los resultados de este estudio se muestran a continuacion.
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Tabla 13 Datos de precision en el nivel del amplicdn del estudic 1 para la plataforma MiSeqDx

N.2 de N.° de N.? de Yo de
Tamafio del Contenido N.* de N.? total de N.? de llamadas . ‘
. o ausencia llamadas HNamadas llamadas
- Amplican Cromosoma fragmento _ | gendmico del  muestras muestras por muesira que )
. .. . . ] de correctas por incorrec- | correc-
analizado? amplicon unicas analizadas? se pudo realizar®
llamad as? muestra® tas® tag’
1 1 132 Poli-C (5), 13 15 132 0 132 0 100
63 % GC )
- i R U —_——— i - - .
\L 2 1 128 Poli-T (3) 13 15 128 0 128 0 100 3
3 l 2 133 T - I 13 15 133 0 133 0 100
| 4 2 119 - 13 15 119 0 119 0 100 '
J S— . - - et —— - e - —— - D — -y
3 2 127 Poli-T (5} 13 15 127 T 0 127 0 100
Lg 2 135 Poli-A (6) <13 15 135 0 135 0 . 100 |
- . . ' S i —_ PR
7 2 122 Poli-T (5), 13 15 122 0 122 0 100
Poli-C {5)
,r 8 2 110 . Poli-T(5) 13 15 110 0 110
L - Lo - - — - - -
95 2 131 Poli-A (14} 13 15 130-131 0 130-131
;: 10 2 17 - 13 15 117 0 117
1 I 2 121 i 13 15 121 0 21
o 12 2 114 - - 13 15 114 0 114
- —_ — . . - - .r.—-_-—- - . . — - . — - - f—
13 2 I 129 F’oli-A 3) 13 15 129 0 129
3 13 Poli-A (5), 13 15 131 0 131

Poli-T (5)

'[3' —] 130 i 3 |1 Two To 130

23 | N.° de referencia 15039608 Rev. AESP




‘¥'S S¥WILSASOIg

sAsoig
d ;

qDx™ Universal 1.0

°d o 1e [i7]
0 Tamaiio del Contenido N.2de N.° total de N.? de llamadas aNusen‘z:‘a f:'m:til :\l d: 1’10 ded
T C}_ Amplicdn Cromosoma fragmento genémico del muestras muestras por muestra que de ! . .m‘as o . Amadas amaaas
é a analizado’ amplicén anicas anajizadas? se pudo realizas® 4 ? ai por tncomee correc
nIo Hamadas' muestra’ tas® tas”
: 2
bR
’ {DW 16 3 130 - 13 15 130 0 130 0 100
17 3 117 T- P 13 15 ]- 117 0 117 0 100
" 18 3 136 Poli-T (5) 13 15 136 0 136 0 w0
—_— e . - - o _ e
19 3 131 Poli-T(3), 13 15 131 0 131 0 100
SNV
e — . - —
- 20 3 123 Poli-A (5) 13 15 123 0 123 0 100 __.J
21 3 117 Poli-A (6), T 13 15 117 0 117 0 100
Poli-T (3),
Region homdloga
€N un Cromosoma
diferente
P22 3 119 Region homologa 13 15 119 : 0 119 0 - 100
| en un cromosoma
! diferente .
3 3 120 . 13 15 120 0 T 120 0 [ 100
T " il - l
. 24 3 * 129 Poli-T (5) 13 15 © 129 0 - 129 0 100 !
25 4 133 Poli-C (7), 13 15 133 0 133 0 100
66 % GC |
o I 26 4 135 Poli-C (5), 13 15 135 0 135
x 2; 69% GC
27 4 123 SNV T 13 15 123 TO 123
4 134 - 13 15 134 0 134

[ T
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_Eg\ Tamarfio del Contenido N.* de N.% total de N.¢ de llamadas N.° de . N de N.° de o de
S oo L ) 3 ausencia Hamadas Ilamadas llamadas
T 5B Amplicon Cromosema fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que )
38 , X o, .. K 2 ) de correctas por incorrec- correc-
Q. analizado k amplicén unicas analizadas se pudo realizar® <
P ¥ i llamadas* muestra’ tas® tas’
5 o
> % 29 4 132 - 13 15 132 0 132 0 100
* 30 4 121 Poli-A (5), 13 15 121 0 121 0 100 ~I
‘ _ SNV i
- i - e e g e e ——— e o g e e
31 4 125 1 - i3 15 125 0 125 0 100
" — —_ ]
32 4 134 Poli-T (5) 13 15 134 0 134 "0 100 :
33 4 118 - : ] 13 15 118 0 118 0 100
L 34 © 4 122 Poli-A (3} - 13 15 122 0 122 . 0 100 )
35 4 131 - 13 15 T 131 0 31 0 100 -
: 36 4 133 - 13 15 133 0 133 0 100 !
37 4 128 Poli-T (6) 13 .1 15 128 0 128 0 100
— - "
; 38 4 131 Co- 13 15 131 -0 131 Q0 100
39 4 129 Poli-A (3), 13 15 129 0 129 0 100
Poli-T (5),
SNV
4 133 Poli-T (3), 13 15 133 0 133 0 100 |
. SNV |
— o o . S - .
- | 4 112 SNV 13 15 112 0 112 0
= i
QD¢ "4 133 - 13 15 133 0 133 0
=< — -l e —_ e e Lo -
K 4 T 135 - 13 15 135 To 135 0
m 4
=z . -
w 1y
K
.
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. Ned e ° or
' Tamafio del i Contenido N de N.9 total de N." de llamadas e. N2 de N.? de ‘o de
. . ausencia Hamadas llamadas llamadas
Amplicon Cromosoma fragmento 1 genémico del muestras muestras por muesira que .
. L, L. . . de carrectas por incorrec- correc-
analizade’ | amplicén unicas analizadas® se pudo realizar®
1 : Hamadas? muestra’ tas® tas”
| 44 4 122 . 13 15 122 0 122 0 100
E— = K .- - P —— i R — a— . N
45 4 117 T— 13 15 T 117 0 17 0 100
460 4 124 - 13 15 125 o 125 0 100 )
o —— . — ———— e = e — e —— ————— . - e — e m——— e - —_ - _— e = —a
47 -I' 4 17 Poli-T (5) T_l3 15 117 0 .!‘ 117 0 100
. — | - . .
, 48 4 128 - Poli-A (7) 13 15 128 iy 128 0 100 .
49 4 123 Poli-A (6) 13 T 15 123 0 ]23 0 100
- B ——mr— = - — ——
‘L 50 4 133 - 13 15 133 ;0 133 0 100
51 4 12 - 13 15 112 0 112 0 100
[ 52 4 129 - 13 15 - 129 0 129 0 100
P ; e
33 4 126 - 13 15 126 0 126 0 100
54 4 132 . 13 15 132 iro 132 0 © 100
55 5 131 - 13 15 131 0 131 0 100
| 56 5 119 - 13 15 119 o 119 0 100
57 5 120 Poli-A {3) 13 15 120 0 120 Q 100
| 58 5 119 i RE 15 119 10 119 0 100
99 - —_— R - _ c— b Ve e P @
g o 59 5 118 [ - 13 15 118 0 118 0 100
m .
w T —— - -
Rzl © 60 5 112 - 13 15 112 0 112 0 100 ey
(._In TGS H P I S - 2
tn & XS 61 5 120 I - 13 15 120 0 120 0 100
ik IAN
200
» z
Py
\ > I
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1

@ N0
0 o 1o o [+1)
S8 Tamaiio del | Contenide N2 de NS total de | N de llamadas N de NS de N.* de o de
& . . . ausencia llamadas llamadas llamadas
@ Amplicén Cromosoma fragmenio gendmico del muestras muestrs por muestra que .
3¥23 ) . . . ) 2 . de correctas por incorrec- correc-
a0 analizado amplicén unicas analizadas se pudo realizar®
s llamadas? muestra’ tas® tas’
9% ‘
> o | 62 5 120 Poli-A (5) 13 15 120 -0 120 0 100
63 5 115 CT(5) 13 —I 15 115 0 115 0 100
64 5 112 SNV 13 15 112 0 112 0 100
65 ]—5 135 Poli-T (6) 13 ]- 15 T 135 0 135 0 100
. 66 5 131 63 % GC 13 15 © 131 0 131 0 100
67 5 121 - 13 Tls 121 0 121 l 0 100
i 5 132 Poli-A (6), 13 15 . 132 0 132 0 100
= Poli-T (8)
69 7 133 - 13 T]S 133 0 I 133 0 100
" 70 7 120 60 % GC 13 15 120 0 120 0 100
71 7 135 - 13 15 Tws 0 T 135 T 0 100
/) 7 126 Poli-A (3), 13 15 126 0 126 0 100
} 59 % GC
73 7 134 T - 13 15 134 0 134
" 74 7 122 © PoliC (), 13 15 122 0 12
o i 63 % GC
© EE} " - - - —_— —— [ i —— :._ ——— - N ...‘._ — e——
5 2 75 7 127 59 % GC; 13 15 127 0 127
n,09N SNV
<™
n< (r» S |- .- —_..__ .
A BT L 76 7 123 - 13 15 123 0 123
- o _— —_—— —_ - - - —_——
@0 [ 3F)

Y
)
D IN
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Tamado del Contenido N.ede N.* total de N.% de llamadas N. de. i\: dz N.% de % de
Amplicén Cromosama fragmento genémico del muestras muestras por muestra que ausencia Amacas Namadas llamadas
. N i , . . 2 .4 de correctas por incorrec- correc-
analizado amplicon unicas analizadas se pudo realizar
_ llamadas* muestra’ tas® tas’?
77 7 l 125 - 13 15 125 0 125 0 100
i 78 7 133 ~ Poli-A (5), 13 15 133 0 133 .0 100 |
1 _ Poli-T(5) ‘ !
L - g e T SN S L
79 7 ’ 116 - 13 15 116 0 T 116 0 l 100
| 80 7 135 i 13 - 15 135 0 135 0 100
e ; - -
81 7 118 - 13 15 118 0 118 0 100
( 82 7 136 67 % GC 13 15 136 0 * 136 0 " 100 -
- = . P ; _. -
83 7 131 Tss%cc 13 15 131 0 131 0 100
{_84 7 119 ~ Poli-G(6), © 13 15 119 -0 119 0 100 ﬁ
; 61%GC | i
h . — -]
85 7 122 ‘[ Poli-T (5) 13 15 122 0 122 0 100
86 7 _ 123 Poli-A (6) " 13 15 123 0 123 0 100
87 Ts 127 60 % GC 13 T15 127 0 T 127 0 100
85 8 129 57 % GC 13 15 129 0 129 0 100
89 9 130 T Poli-T (5) 13 15 130 T 0 130 0
of [ 90 9 116 - 13 15 T16 0 116 0
g oo l_ - . - ' , . ;
%00 91 9 119 Regién homédloga | 13 15 119 0 119 0
5z o< €n un Comosoma
e 5 diferente
E A I - —
LNy {92 9 121 - 13 15 121 0 121 0
w O [ ' N
h < -
A9

/
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/\ _ —  ———

6 © ;e o or
-&: 0 Tamafio del Contenido N.* de N.? total de N.® de llamadas N-s:‘-e' :'mdz N.2de 'lllo de
o oo~ Amplican Cromosoma fragmenta gendmice del muestras muestras por muestra que ausencia amacas llamadas amadas
3 . - . . . de correctas por incorrec- correc-
o 9% analizado! amplicon anicas analizadas? se pudo realizar®
¢35 llamadas* muestral tas® tas”
»/ 2 '
@ 93 9 117 Regién homéloga | 13 15 117 0 117 0 100
en un cromasoma
diferente |
Y 9 114 - 13 15 114 0 114 0 100 )
9510 9 i 129 Poli-A (14) 13 15 130 0 129 {de 130) 15 99,23
1( 9 9 114 Region homdloga 13 15 114 0 14 0 100 |
! en un womosoma '
E diferente; |
, SNV ‘ _ . : o
97 9 T 122 - Tm 15 122 0 I 122 -
— . ‘ ! —_ |
i 98 9 127 Poli-A (5), 13 15 127 0 127
; Poli-C (5)
99 9 133 - 13 15 133 0 T 133
L1oo 9 138 64 % GC 13 15 138 0 138
101 9 139 - 13 15 139 0 139
" 102 9 16 - 13 15 116 0 116
103 9 133 Poli-A (5), 13 15 133 0 133
o 23 57 % GC
Z b
O M, r ~ -
weO= i 104 9 138 57 % GC 13 15 138 0 138
BZO< b 4+ m e m s ey T - e
gy = 105 9 136 Poli-C (58), 13 15 136 0 136
=5 AR 67 % GC
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& - N Q9 d N o d o or
“33 Tamarfio del Contenido N.ede N.? total de N.? de 1lamadas : e. ”' Z N. d; ‘o de
» Amplicén Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que adusencna ama tas !lama s llamadas
© analizado? amplicon dnicas analizadas? se pudo realizas® ¢ comrectas por fneomee correc
> ' o S Hlamadas® muestra® tas® tas’?
| 106 9 118 70 % GC 13 15 118 0 118 0 100 |
L et — - e = - C i ml s . ——— . — d
107 10 128 62 % GC 13 T 15 128 0 128 4]- 0 100
J 108 10 120 60 % GC 13 . 15 120 0 120 1] 100
R R R —_— —_— . e e = e e i E——————— . et - ot = = e—— - e m em e ———
109 10 139 58 9% GC; 13 15 139 0 139 0 -‘ 100
SNV
[ 110 10 118 57 % GC 13 15 118 0 118 0 100
111 10 11 123 Poli-T (5) Bt 15 123 0 Tm 0 100
T2 10 Tz . 13 15 121 -0 121 0 T 100 )
b - e ——————— - —_—— - S s ———— = . —— — - R
113 10 129 26 % GC 13 15 129 0 129 0 100
114 10 122 - 13 15 122 0 122 ‘0 - 100 |
- 4 - apam -
115 10 124 1 Poli-T (5% 13 15 124 0 124 0 100
Regién homdloga
en un aomosoma
diferente
[ 116 10 135 CA(4) 13 15 135 0 135 0 100
e o ——— e . . J— e e e e — e e
117 10 135 Poli-A {6); 13 i5 135 0 135 0 100
of . . Region homdloga
3—; oW €n un omosoma
@ . 2 w diferente
<3 6‘ r— . —
9253 18 10 119 Poli-C (5); 13 15 119 0 119 0
e AF ‘ ' SNV ‘
) TN N 1 — — [
o
> 5%
H__+P
A\
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‘\ ——
D 9 :
o} o . e %
,‘é’%’ = Tamaiio de} Contenido N.Y de N.% total de N.¢ de llamadas N5 de . N.%de N.% de P de
G el L. .. ausencia llamadas Ilamadas llamadas
T Amplicon Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que )
2 . .y .. . . de comrectas por incorrec- correc-
33a analizado? amplicén @nijcas analizadas? se pudo realizar®
=85 llamadas? muestra® tas® tas’
©0 5
> 3 119 10 125 - 13 15 125 0 125 0 100
120 10 131 - 13 15 131 0 131 0 100
B e - - [ ——— - ‘_ — — . - T - —
121 10 Lty - . 13 15 117 0 117 0 100
S i : FRPURUURUE S IR e
122 10 116 - 13 15 116 0 116 0 100
- — T - - - B — . ¥+ - - - .i -
123 10 129 rss%cc 13 15 129 0 129 0 Lmo
"L_m 1 117 Poli-T (10) 13 15 117 L0 117 0 100
125 11 117 Poli-T (5) 13 15 117 0 117 0 Lioo’
| 126 11 113 Poli-A (5) - 13 15 113 0 113 0 100 |
b - - - . - Y me . i !
127 11 1129 - 13 15 129 0 I 129 0 Lmo
128 11 121 Poli-T(5) 13 15 121 ILo T ) 100
129 1 123 . 13 15 123 0 Tm 0 | 100
| 130 11 127 Poli-A (6) 13 15 127 - o 127 0o 100 -
| ——————— - _ . — e . - - , ! . . , o .
131 11 136 Poli-T (6) 13 15 T 136 0 I 136 [ 0
[ 132 1 132 " Poli-T (5) 13 15 © 132 0 132 - 0
o c_:g 133 1" 115 . 13 15 115 0 ] 115 ] 0
— R S S o —
83293 ]' 134 11 117 Poli-T (3); 13 15 117 fo 117 0
nZio< } 19 % GC |
pn - =T - e T T T
z=a 7 135 11 134 Poli-A (5); 13 15 134 0 134 0
oLl Poli-T (5) B ] o I
02

'S
R

p

=
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@AL

' N.° N.° .o 7
Tamafo del Contenido N.? de N.? total de N.? de llamadas de. de N.2 de a de
g L L ausencia Hamadas llamadas Hamadas
o Amplicén Cromosoema fragmenta gendmico del mu-estras muestras por muestra que .
25% ) o o ) 2 ) de ¢orrectas por incorrec- correc-
228 analizad o' amplicén anicas analizadas se pudo realizar® .
(gb o.:) - i _ Ilamadas muestra’ tas® tas”
joR -
o4 g L 136 N 131 Poli-A (5) 13 13 131 0 131 0 100
L B - - - - —_ - ——— —_ = et
R 137 11 133 26 % GC; 13 15 133 0 133 0 100
: SNV
1138 11 137 Poli-T (8); 13 15 137 0 137 9] 100 |
| SNV |
J — — - - - e — e —d
139 11 131 Poli-A (5) 13 15 131 T 0 131 0 100
[ 140 12 131 - 13 15 131 0 131 0 100
— e ——— - . _
141 12 128 - .I- 13 15 128 | 0 128 TO 100
— " — —_ Y
! 142 12 133 Poli-A (3) 13 15 133 0 133 0 100 :
e . i r— —a
143 12 136 - 13 15 136 0 136 0 100
[144 12 124 i 13 15 124 0 124 0 100
145 12 122 59 % GC 13 15 122 0 122 0 100
= _ . )
I 146 13 122 - 13 15 122 "0 122 0 100
147 13 116 Poli-C (3} 13 15 116 0 116 T 0
k 148 13 133 - 13 15 133 0 133 -0
149 13 117 SNV 13 T]S 117 0 117 0
1= — L
5 2° 150 13 124 Poli-T (6) 13 15 124 0 124 0
B oD —_— . - —_——— — -
; f;c = 151 13 123 Poli-T (3); 13 15 123 0 123 0
= 26 % GC

M'S SW3
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L4 z Tamaio del Contenido N.ede N.? total de N.% de llamadas N de. N.% de N.% de 0 de
o e . ausencia flamadas llamadas Namadas
oS Amplicén Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muestra que .
3%3 . , . . .. . 2 . de correctas por incorrec- correc-
w85 analizado amplicon anicas analizadas se pudo realizar® s . .
o ; Ilamadas muestra’ tas tas’
> 9 L .
-0 l_152 13 115 Poli-A (5) 13 15 115 0 115 0 100
153 13 125 - 13 15 125 0 125 0 100
1 154 13 121 - 13 15 121 0 121 0 100 5
155 T 13 123 - 13 15 123 0 123 TO 100
156 13 114 - 13 15 114 0 114 0 100 ;
157 13 119 - 13 15 119 0 119 0 100
[ 158 14 122 58 % GC 13 15 122 0 122 0 100
159 16 122 - 13 15 122 0 122 T 0 100
160 - 16 121 - 13 .15 121 0 121 0 100
. e —
161 F() 123 Poli-C (5) 13 15 123 0 123 0 100
162 7 119 - 13 15 119 0 119 0 100 :
163 17 119 61 % GC 13 15 119 0 119 l' 0 100
EM 17 135 - 13 135 135 0 135 0 100
165 17 116 Poli-C (6); 13 15 116 0 116 0 100
60 % GC;
i
50 SNV _
s z® 166 17 123 - 13 15 123 0 123 . 0
O R o — - —- _ . _
o DY 167 17 116 ‘[ 62 % GC 13 15 T]]() 0 116 0
m'
=
)
I
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T Ned 2d L %
?’.&%\ Tamano del Contenido N.2de N.° total de N.° de lHamadas ' € . N de N.2 de de
TS . . o ausencia {lamadas Hamadas llamadas
3E A Amplicdn Cromosoma fragmento genomico del muestras muestras por muestra que .
apg g . ] L. ) ) de correctas por incorrec- correc-
o analizado! amplicén anicas analizadas? se pudo realizar®
_(; bt llamad as® muesira® tas® tas’
¥ 7 4 ‘ ,
™ - 168 17 118 Poli-C (5); 13 15 118 0 118 0 100 E
| 65 % GC |
- . - - - — o —— — — e —.—- 4
169 17 129 - 13 T]S 129 0 129 T 0 100
— —_ — L e — —— = i .
170 17 131 Poli-G (6); 13 15 131 0 131 : 0 100 .
. 67 % GC; - :
i - SNV |
171 T 17 127 61 % GC T 13 15 127 0 127 0 100
172 17 118 Poli-C (5) 13 15 118 .0 118 0 - 100 )
173 T'l? 138 61 % GC -[ 13 15 ‘r138 0 138 0 100
' 174 17 " 131 58 % GC 13 15 C 131 0 131 0 100
175 18 112 - 13 15 112 0 112 0 100
-~ 176 18 124 - 13 15 124 0 124 0 100 -
[ — - - . e i
177 T 18 134 Poli-A {6) 13 15 J—‘134 0 134 0 100
178 18 129 - 13 15 129 0 129 0 100
179 18 133 - 13 15 T 133 0 133 0 100
oY . 180 18 " 118 - 13 15 © 118 0 118 0
T L e = - ‘ — —— e —— -
83?,@ 181 18 : 114 60 % GC -|- 13 15 114 TO 114 0
Sl -— ! - - -
0 Z N | 182 18 118 - 13 15 118 0 118 0
m 4 . - — _— e e e —
EEY
»
w2
>\o
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Tamafio del Contenido N.* de N.% total de N.% de llamadas N. de. N.% de N.° de o de
L. ausencia Hamadas 1lamadas llamadas
Cromosoma fragmento gendmico del muestras muestras por muesira que . .
, . . Y . : . de correctas por incorrec- correc-
analizado’ amplicon unicas analizadas? se pudo realizar® .
Hamadas® muestra’ tasb tas?
19 122 Poli-G (6); 13 15 122 0 122 0 100
66 % GC
184 19 139 64 % GC 13 15 139 0 139 0 100 '
185 19 131 67 % GC I 13 15 131 0 131 1o 100
186 19 141 59 % GC; 13 15 141 0 141 0 100 ;
Regidn homdloga - I
en un cromosoma
‘ diferente .
187 19 121 Poli-C (5); 13 15 121 0 121 0 100
72 % GC;
Regitn homéloga
en un romaosoma
diferente
| 188 19 138 58 % GC 13 15 138 ) 138 0 100
189 19 I 123 64 % GC 13 15 123 0 123 0 ‘l 100
. 190 19 " 138 i 13 15 138 0 138 0 T10
N 20 117 Poli-T (5) 13 15 117 0 117 0 100
" 192 22 136 Poli-A (7} 13 15 136 0 136 0 100 R
2 122 Poli-A (5): 13 15 122 0 122 0 100
Poli-C (5}
22 122 62 % GC; 13 15 122 0 122 0
SNV
2 119 66 % GC 13 15 | 119 0 T 119 0
1
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1 "Fragmento analizado" hace referencia al tamafio de la regitn genémica secuenciada en bases, sin incluir cebadores especificos segin el objetivo.

2 El ntimero total de muestras enumeradas es 15 porque dos de las 13 muestras tinicas analizadas se procesaron en dos duplicados independientes.

3 El ntimero de muestras o llamadas que se pudieron realizar es el niimero de bases que presentaban una calidad adecuada para que el sistema las llamara.
4 E] nlimero de ausencia de llamadas es el niimero de bases de un amplicén que genera una ausencia de llamada en el experimento.

5 El mimero de llamadas cotrectas por muestra es el niimero de bases del amplicén llamadas que arrojaron resultados que coincidian con el conjunto 19 de la
secuencia de referencia del genoma humano y la referencia compuesta bien definida.

6 El niumero de llamadas incorrectas fue el niimero total de llamadas incorrectas de SNV (variantes de nucleétido unico) o inserciones y deleciones en el amplicon.
Se incluyen mas detalles sobre las llamadas incorrectas en las siguientes notas al pie.

7 E] porcentaje de llamadas correctas es igual al indice de llamadas correctas de todas las bases del amplicén, donde la llamada correcta de las SNV (variantes de
nuclestido tinico) o inserciones y deleciones se basa en informacién de referencia compuesta bien definida, y 1a llamada correcta de las bases en el resto de la
secuencia del amplicén se basa en la comparacion con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. Esta columna puede incluir mas de un
resultado esperado para un amplicén dado si algunas de las muestras contienen una insercién/delecion y otras no como, por ejemplo, el amplicdon 9. El porcentaje
de llamadas correctas de muestras con resultado incorrecto se muestra en la tabla.

8 El amplicén 9 incluye un experimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. No
obstante, la informacion de referencia compuesta bien definida para 7 de 13 muestras tiene 13 bases A en este experimento homopolimérico. En estas siete muestras,
esta delecién de un par de bases representa un falso negativo en el estudio de precisién de la secuenciacidn de MiSeqDx.

9 EI amplicén 46 incluye una insercion de una base que se muestra en 9 muestras en la base de datos de referencia bien definida y se detecta correctamente en todas
las muestras analizadas.

10 Bl amplicén 95 incluye un experimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. No
obstante, las secuencias de referencia compuesta bien definidas para 13 de 13 muestras tienen 15 bases A en este experimento homopolimérico. En estas 13 muestras,
esta insercién de un par de bases representa un falso negativo en el estudio de precision de la secuenciacién de MiSeqDx.
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La siguiente tabla contiene datos del estudio 1 presentados con la coincidencia de po

donde los resultados de las variantes se comparan con la informacién de referencia confpuesta bien definida
calculos de 1a coincidencia de porcentaje positivo. Dado que la informacién de referencia compuesta solo p

ta

Aegé%vo y pc;%\?o}g

patIos

oporciona

resultados de las variantes de nucledtido Gnico y de las inserciones/deleciones, los resultados de la base no variante se
comparan con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano para los célculos de la coincidencia de
porcentaje negativo. Todas las bases no variantes arrojaron una coincidencia del 100 % con la secuencia de referencia.

Todas las variantes de nucledtido Gnico arrojaron una coincidencia del 100 % con la secuencia de referencia Las
variantes perdidas eran inserciones de una base o deleciones de una base en regiones homopoliméricas.
1abla 14 Coincidendia de los resultados de la Hamada de bases de Ia plataforma MiSeqDx con los datos de referencip de 13
muestras bien definidas
% de . . . Bases no Coinciden- | Coinciden-
Variantes Variantes Varian- . . ;
N2 de cobertura variantes cia de ria de
. esperadas Hlamadas tes . ,
Muestra amplico- | de . llamadas porcentaje porcentaje
. por mues- correcta- perdi- - .
nes amplico- correcta- positivo? hegativo®
tra? mente das?
nes' mente %) %)
NA12877 | 195 100 19 17 2 24 418 89,47 100
il '
“ NA12878 195 100 19 17 2 24 417 89,47 100 .
L N, — dee A
NA12879 ]- 195 100 20 19 I 1 24416 95,00 100
. NA12880 . 195 100 20 18 2 24 417 90,00 100 '
L o a
NA12881 | 195 100 22 20 2 24 415 90,91 100
5 " 15 n ") —
f NA12882 195 100 16 - 15 1 24 419 93,75 100 !
NA12883 | 195 100 24 23 1 .I- 24 412 95,83 100
r — — - -
] NA12884 195 100 21 , 20 1 24 415 95,24 100
NA12885 | 195 M! 100 19 17 2 24 417 89,47 100
. NAT2886 195 100 22 20 2 24 415 50,91 100 .
- — . - ; Lo -
NA12887 | 195 100 19 18 1 24 416 94,74 T 100
I NAT2888 195 100 2 23 1 24412 958  |100 |
f— — R
NA12893 | 195 100 20 18 2 24417 90,00 100
1 El porcentaje de cobertura de amplicones es el niamero de bases de los amplicones secuenciados con confianza.
* Entre las variantes esperadas por muestra se incluyen tanto las variantes de nucledtide Gnico como las inserciones y deleciones.
3 Para las variantes perdidas, consulie la primera tabla del estudio 1 y las notas al picdelaB8alall.
* Coincidencia de porcentaje positivo (PPA) = 100xTPATP+FN), donde los positivos verdaderos (TP) son ol nimero de llampd as de
variantes positivas en coordenados gendmicas donde las variantes se presentan de acuerdo con la secuencia de referenciq y el
alolo mutante llamado concuerda con la secuencia de referencia (columna Hamada "Variantes ltamadas correctamente”) y los falsos
negativos (FN) son el numero de llamadas de variantes negativas en coordenadas gendmicas donde las variantes se presentan de
acuerdo con la secuencia de referencia (colummna llamada "Variantes perdidas”).
s Coincidencia de porcentaje negativo (NPA) = 100 TNAFP+TN), donde los falsos positivos {FP’) son el nimero de llamadas de
variantes positivas en coordenadas gentimicas donde las variantes estin ausentes de acuerdo con la secuencia de referentia, o si el
alelo mutante lamado no concuerda con la secuencia de referencia (no sc encuentra en la tabla, ya que no se realizaron llamadas
de variantes de falsos positivos en este estudio) y los negativos verdaderos (TN) son el nimero de llamadas de variant
negativas en cootdenadas gendmicas donde las variantes estin ausentes de acuerdo con el estandar de referencia (columna,
llamada "Bases no vatiantes llamadas correctamenic”™),
Febrero de 2014 N.° de referencia 15039608 R | 37
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Estudio 2

944

Los resultados de la secuenciacién del panel del amplicén anterior se compararon con un ge

definido para la NA12878 por el instituto de estdndares y tecnologia de EE. UU.,, National Institute of Standards and

Technology (NIST) (v.2.151). De los 195 amplicones, 184 se encontraban dentro de llamadas de referencia muy seguras
de la secuencia del NIST y se compararon. Las llamadas de bases no variantes se compararon con el conjuntp 19 de la
secuencia de referencia del genoma humano

Tabla {5 Comparacidn de tos resultados de secuendacion de la plataforma MiSeqDx para la muestra NA12878 con li base de

datos del NIST

% de . , Bases no Coinciden- | (oinciden-
0 Variantes Varian- ) R .
N.? de cobertura . variantes cia de dgia de
. Variantes llamadas tes . . .
Muestra amplico- | de . Hamadas porcentaje | porcentaje
. esperadas correcta- perdi- o ] .
nes amplico- correcta- positivo? negativo?
o mente das i i
nes? mente (%a) ()
NAI2878 © 184 100 17 16 1s 23 066 94,12 00

1 Zook, [M et al. Integraling sequencing datasets W form highly confident SNI and indel genotype calls for & whole human genome.
arXiv:1307.4661 [g-bio. GNJ.

2 E| porcentaje de cobertura de amplicones es el niimero de bases de los amplicones secuenciados con confianza.

* Coincidencia de porcentaje positivo (PFA) = T00xTP/(TP+FN).

+ Coincidencia de porcentaje negativo (NPA) = 100xTN/(FP+TN).

s La variante perdida cs la delecién de un par de bases en el amplicén 9 duranie el ex perimento homopolimérica de 14 bases A no
llamadas por el instrumento MiSeqDx que estd presente en la secuencia del NIST. Tenga en cuenta que la secuencia del NIST no
incluye Ja insercién de un par de bases en el olto homopolimero de bases A que estaba presente en la otra base de datos de
referencia utilizada anteriormente en ¢l estudia L.

Los datos que arrojaron estos estudios de precision corroboran la afirmacién de que la plataforma MiSeqDx [puede
sectienciar con precision lo siguiente:
¢ Contenido de GC =19 % (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados con un 19 % de cdqntenido
de GC se llamaron correctamente).
e Contenido de GC 572 % (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados con un 72 % de contenido
de GC se llamaron correctamente).
* Longitudes de poli-A <7 (se llamé correctamente la repeticién de poli-A de siete nucledtidos en 270 de 270
amplicones secuenciados con poli-A =7). '
e Longitudes de poli-T <8 (se llamo correctamente la repeticién de poli-T de ocho nucledtidos en 270 de 270
amplicones secuenciados con poli-T =8}.
! * Longitudes de poli-G <6 (se llamo correctamente la repeticion de poli-G de seis nucledtidos en 405 de 405
amplicones secuenciados con poli-G =6).
s Lengitudes de poli-C <7 {se llamé correctamente la repeticion de poli-C de siete nucledtidos en 135 de 135
amplicones secuenciados con poli-C =7).
* Longitudes de repeticion dinucleétida <5x (todas las bases de 135 de 135 amplicones secuenciados gon
repeticién dinuclestida de 5x se llamaron correctamente).
* Longitudes de repeticion trinucledtida <4x (todas las bases de 810 de 810 amplicones secuenciados fcon

repeticiones trinucledtidas de 4x se llamaron correctamente).

» Inserciones de una base y deleciones de tres o menos bases

— Dos de tres inserciones de una base comprobadas se llamaron correctamente. Se realizaron Ha
correctas para dos inserciones de una base en regiones no homopoliméricas en 82 amplicones.
llamé una insercién de una base en un experimento homopolimérico de 14 bases A en el cromgsoma 2

en 135 amplicones.
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Reproducibilidad

Febrero de 2014

|
Tres de cuatro deleciones de una base se llamaron correctamente. Todas las laé'dé {%s‘t

realizaron en regiones no homopoliméricas en cuatro amplicones. No se lamd una delecion deluiq

en un experimento homopolimérico de 14 bases A en el cromosoma 9 en 63 amplicones.
Se llamaron correctamente deleciones de dos bases en una muestra.
- . Se llamaron correctamente deleciones de tres bases en 21 muestras.

La reproducibilidad de la plataforma MiSegDx se determiné con dos ensayos tipicos.

Estudio 1

Se ha disefiado un ensayo tipico para buscar una variedad de genes de 24 434 bases de 19 cromosomas diferentes con

posibles exones clinicamente relevantes, En el estudio se analizaron 13 muestras en nueve experimentos con

instrumentos MiSeqDx diferentes y tres operadores diferentes (I'abla 16). Se utilizaron dos lotes de consumibles de

secuenciacién y un anico lote de reactivos de preparacién de bibliotecas. Las 13 muestras corresponden a d
y 11 nifios que varios laboratorios habian secuenciado con frecuencia mediante diferentes metodologlas de
secuenciacion. Se analizaron dos muestras por duplicado, por lo que cada procesamiento generd resultados
muestras.

»s padres

para 15

Para la evaluacién de la reproducibilidad lote a lote, se analizaron 94 muestras y dos controles sin plantilla de los tres
lotes. Cada lote se dividi¢ para la realizacion de dos experlmentos de 48 muestras con el fin de analizar todgs los

reactivos y combinaciones de cebadores de indice posibles, Un (nico operador complet6 todos los experime

secuenciacién con un nico instrumento MiSeqDx con el fin de eliminar cualquier posible variacién provoc
operador o el instrumento (Tabia 17).

ntos de
ada por el

Se determinaron las llamadas correctas de las variantes de nucledtido Gnico mediante la comparacién de los datos del
estudio con informacién de referencia bien fundamentada. No se obtuvieron experimentos erréneos ni se redlizaron

nuevos experimentos para el estudio de reproducibilidad. Las siguientes tablas muestran los resultados de 1
estudios para la evaluacién de la reproducibilidad del sistema.
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labla 16 Resultados de reproducibilidad entre instrumentos del estudio 1 de la plataforma MiSeqDx (nivel del amplicon)

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
- ramanu - N
. [] Q a o ] N e
‘ del Conten1d0 m-ueds(: N.o N. tota] % de JN- N. total I'}.:: de N- h. total '}{, de
Ampli- | Cramoso- | fragmen- | gendémico total de de Nama- total de de Nama- total de de Nama-
.con ma to del ampli- ausen- Nama- d ausen- Hlama- : ausen- llama- :
. ) rocesa- | . as . ‘ das ) das
analiza- con P cia de das cia de das cia de das
: dag? . correc- ) correc- . correc-
do? Jlama- incorrec- tass llama- incorrec- tasS llama- incorrec- tass
das? tas? das’ tas? das® tag? as
1 1 132 Poli-C (5); 135 0 0 100 23s 0 99,617 | 39 0 99,347
63 % GC
o JE Y S U - - - 3
r2 1 128 Poli-T (5) 135 0 0 1100 0 0 100 0 0 100 |
L . g J - - . P —— "
3 2 133 - 135 0 0 . 100 0 0 100 0 0 100
T 2 119 - 133 0 0 | rL_mo 0 0 0 o 0 100 |
| - e e - —— o ER SR — —_— |
5 2 127 Poli-T (5) l 135 0 0 100 0 0 100 0 0 [ 100
p—— o Somms T - T N 3 1
I 6 2 135 Poli-A (6) 135 0 0 ! I 100 0 0 100 0 0 100 |
L —m - S — S . —_— g 4
7 2 T 122 Poli-T (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
| Poli-C (5)
— -__—.l: .- RPNV S W C e - = s d————— e
.8 2 2 © 110 Poli-T () 135 0 0 } E 100 0 -0 v 100 Q 0 100
9 2 131 Poli-A (14)‘I 135 0 278 99,54 0 278 99,54 0 278 99,54
L“’ 2 117 : 135 0 0 P00 0 0 100 0 0 100
1 2 121 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 ]00(D
5 114 ] 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100D
. P e - . e ______J N . . d
2 129 Poli-A (5) 135 0 o 100 0 T 0 100 0 0 100
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o \5
o
(42 ] - . .
i MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
s f;.;' Tamafio N2 d
3 g; del Contenido e N.s? N.etotal | de NS N.? total % de Nz N.2total | p
0
o L—-‘OD Ampli- {| Cromoso- | fragmen- | genémico $ues— total de de ltama- total de de Ilnama- total de de l/ln °
L con ma to del ampli- - as ausen- llama- ausen- llama-- ausen- llama- ama-
~ . . procesa- . das . das . das
analiza- con . cia de das cia de das cia de das
dag® . correc- . correc- . corred-
do? llama- incorrec- llama- incorrec- Ilama- incorrec-
tas tass tast
das? tas* das? tast das? tas®
14 3 131 " Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100 i
[ " Poli-T (5) : |
15 3 130 - 135 0 v 100 ro 0 100 0 0} 100
i 16 3 130 - 135 0 0 100 .0 ¢ 100 0 0 100
17 3 117 - 135 0 0 100 t] 0 100 0 0 100
i_zs 3 136 Poli-T (5) 135 0 0 100 0 L0 100 0 .0 100
- - . - e b e e —— em—— a— J— J
19 3 131 Poli-T (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
SNV
’ -
l 20 3 123 Poli-A (5} 135 0 0 100 0 0 100 0 .0 100 .
R E | 117 Poli-A (6); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
| Poli-T(5);
Region
homologa en
un
cromosoma
diferente
e 29 L2 3 119 Region 135 0 0 00 -0 0 100 0
o f’-m ! homéloga en
& . O%0 un
<E 1
n r—‘% ; TOmMOSoMa
- .
max diferente
- } - |
Thy Lo e e e —— _ e
o2 e
n - s




(v}
]
L% MiSeqDx 3 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
T &~ Tamafio
352 del Contenide N.° de Nototal | , NS N. total | _, N.o N.° total
“ a3 . .. mues- o de 1w de 9t de
wh © Ampli- | Cromoso- | fragmen- | genfmico de total de de total de | de
o tras Nama- llama- llama-
o on ] ma to del ampli- Hama- das ausen- llama- das ausen- llama- P
h analiza- con procesa- das correc- da de das correc cia de das as
do' dag® incorrec- g llama- incorrec- s llama- incorrec- :ot;rec—
tagt das? tas? das? tast s
- E 120 - 135 0 10 0 0 100 ; 0 0 100
24 3 129 " Poli-T(5) 135 0 ' 100 0 0 100 0 0 100
! T _ )
25 4 133 Poli-C (7); 135 0 100 0 0 100 0 0 100
66 % GC
26 4 135 Poli-C (5); 135 0 100 0 0 : 100 0 0 100
i 69 % GC ‘
i — e : . N e eem | [ e e e - s
27 4 123 SNV 135 0 100 0 0 100 0 0 100
.28 4 134 - 135 0 J |10 .0 0 100 0 0 100
29 I 4 132 . 135 0 00 |0 0 100 Lo 0 100
30 4 121 Poli-A (5); 135 0 1100 0 0 100 0 0 100 |
SNV !
- — e . e — B o m — —_—— — J
31 4 125 - 135 0 100 0 T 0 100 | 0 0
- — e h——— - - i
P32 4 134 Poli-T(5) 135 0 : 100 0 0 100 0 0
® 95 3 4 118 1- [135 l 0 100 Io 0 100 0 0
— @:
O m - | S — 1
G20 @ 34 4 122 - Poli-A (5) 135 0 .- 100 0 .0 100 0
‘,:(‘< - o mmama— —_—— —_ e e—— — e - P - - - — e W = —_ Py - - - -
IR 35 P T 131 ; 135 T 0 100 0 0 100 0 0
P 36 4 133 - 135 0 [ 100 0 0 100 0 0
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=
@
™~

iJiSeqDx™ Universal 1 0

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
1 armanao
del Contenido N.2 de Ne N.° total o, de N.° N.* total % de N N.? total 9% de
Ampli- | Cromaoso- | fragmen- | gendmico mues- total de de lama- total de de Bama- total de de llama-
L ma to del ampli- - ausen- llama- das ausen- llama- das ausen- Hama- das
analiza- con procesa- | Ja de das da de das cia de das
: dag? . correc- . correc- . correc-
do! llama- incorrec- tags llama- incorrec- | o llama- incorrec- 1
das? tas* das? tas® das? tast 8
37 4 128 " Poli-T (6) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
P 38 4 131 . 135 0 "0 - 100 0 0 100 0 0 100
39 4 129 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Poli-T (5);
SNV L
L 40 4 133 POl-T() 135 0 0 1000 0 00 0 0 " 100
SNV ' ’ 5 i
a1 4 112 SNV 135 0 0 100 0 0 100
P4 4 133 - 135 0 0 © 100 0 0 100
43 4 135 - 135 0 0 100 0 0 100
44 4 122 - 135 0 0 100 0 0 100
4 17 i 135 0 . 0 100 ]—6 0 100
4 124 - 135 0 0 -, 100 0 0 100
4 117 Poli-T (3) L 135 0 | 0 100 0 To 100
4 128 Poli-A (7) 135 0 0 100 0 0 100
14 123 Poli-A (6) L 135 0 Lo 100 To 0 100
4 133 - 135 0 0 0 100

P P

0
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g SWIaIsASod

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
Tamano
. del Con‘ten'ido 51:1:: 1:'." total o de N.° . l:.“ total % de lt\i: y ]d\].“ total % de
Ampli- [ Cromoso- | fragmen- | genomico tras e llama- total de e | lama- otal de e llama-
con ma to del ampli- ! llama- d ausen- llama- das ausen- llama- p
analiza- con procesa- das as cia de das da de das as
d 5! . correc- . correc- . COTrec-
do! a incorrec- | llama- incorrec- | Hlama- incorrec- |
i tagt das® tast ¢ das? tas?

51 4 112 . 135 L() 100 0 0 L 100 ; 0 0 i 100
52 4 129 - 135 0 : [ 00 -0 0 100 0 0 100
R 126 _—_T- 135 0 100 0 0 ? 100 Lo 0 100
¥ — — - - r _— —

54 4 132 - 135 0 v+ 100 0 0 100 0 0 100

55 —I 5 131 S 135 [0 100 |o 0 100 T 0 To 100
— . e & ¥ . h s m—— s ————
. 56 5 119 - 135 0 } 100 0 0 100 0 ] 100

57 3 TIZO Poli-A (5) 135 0 100 0 0 100 0 0 100
' 58 5 119 - 135 0 (1100 0 0 100 0 0 100
— —_————— ‘r—_.\-._- o — L - — —_——

59 5 18 - W 135 0 100 0 T 0 100 0 0 100
" 60 5 12 } 135 0 [ 100 0 0 100 0 0 100

61 T 5 120 I T 135 { 0 100 T 0 0 100 T 0 0 | 100

] . R - | R L.
.62 5 120 Poli-A (5) 135 0 7100 0 0 100 0 0 100
— — . - - ——— —_— - —— . o= -y r____ - w. — T —— . -
63 5 115 ‘l' cTG) 15 |0 100 | o 0 100 | o 0 e
l . A |

64 5 112 SNV 135 0 M 100 0 -0 100 0 0

6 |5 T]SS Poli-T (6) 135 ' o 100 0 0 100 10 T 0
" 66 5 131 63 % GC 135 0 0 100 0 0

44 | N2 de referencia 15039608 Rev, AESP




Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

1
; MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
iamano i \]’ ° N O [ R .
del Contenido N.t de N N2 total | o 4o N. N7 tota o de N. N.? total % de
Ampli- | Cromoso- | fragmen- | gendmico mues total de | de ) llama- total de de Hama- total de | de Hama
con ma to del ampli- ausen- llama- das ausen- llama- das ausen- Hama- das
analiza- con procesas | 4 de das cia de das i cia de das
das? N correc- . correce- - correc-
do? llama- incorrec- tas$ Ilama- incorrec- tast llama- ncorrec- tas®
das? tast das? tas’ ‘ das® tas? ‘
7 5 - | ) 5 ’ 100 0 ' 0 L 100 0 0 ' 100
6 > T I R I i | L
68 5 132 Poli-A (6); 135 0 0 | 100 0 0 100 0 0 100
Poli-T (8) a3
e I o e o R
69 7 133 ; 1 135 0 [o 100 T 0 0 —J 100 0 0 100
70 7 120 60 % GC 135 0 0 - 1o 0 0 100 0 0 100
71 7 135 . 1 135 0 [ 0 00 |0 T 0 T w00 | o 0 100
— Y S . . ] ‘
72 7 126 Poli-A (5); 135 0 0 " 100 0 0 100 0 0 100
59%GC b
- — . o . . [ [ S— —.
73 7 134 . 135 0 0 100 0 0 100 0 0
D74 7 122 Poli-C (5); 135 0 0 ., 100 0 -0 100 0 0
| 63% GC !
- _ B —_—— e - e e - e e e e - PP M —— S e,
75 7 127 39 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0
SNV
o
@ ga . S G Y —
O m, 76 7 123 - 135 0 0 o 100 0 0 100 0 0
w.q_t:‘ﬁ . I e e e o
348 7 7 125 i 1 135 0 0 00 |0 0 100 |0 0
S22z S G S I
B .i 78 7 133 Poli-A (3); 135 0 0 . 100 0 0 100 0 0
cuf: RO i Poli-T (5)
h Faph — e - R, . . R, | e m o — _—
?@% _ ; 16 | - ] 135 l 0 ro 100 0 0 100 0 0

/@,
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VY8 SW3LSASOI9

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
Tamaiho ‘ °
Tama . NLO Nototal | o N Nototal | N.° N.? total
i . Comtenido | 2 tae |de | 2% | otaide | de hde | Ctde | de | %de
Amph- Cromoso- fragmen- gendmico mues~ total de e lama- lama- otal de e Nama-
chn ma to del ampli- - ausen- Hama- das ausen- ama- das ausen- llama- d
aliza & procesa- | cia de das correc- cia de das cia de das as
2“ : n dag? ama- incorrec- tas® llama- incotrec- ::srsrec- llama- incorrec- correc:
das® tast das® tas* das* tas* tas?
80 7 135 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
‘ - I e S S el e - .
81 7 -} 118 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
82 7 7 136 67 % GC 135 0 0 ; 100 0 0 100 0 0 100 ;
- - - - ——————— - = - - - - LN - —_—rd . A
83 7 41 131 58 % GC 135 0 T 0 100 0 0 100 0 0 J00
i' 84 7 119 Poli-G (6); 135 0 0 | 100 0 0 100 0 0 100
61 % GC ‘ : !
LTI . P I e
85 7 ] 122 Poli-T(5) 135 0 [ 0 100 0 TO 100 0 0 100
L 86 7 123 Poli-A (6) 135 0 0 1100 0 0 100 0 0 100
87 i 8 ) 127 60 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0 1' 100
J\' 88 8 129 57 % GC 135 ¢ 0 100 0 0 100 0 0 100 f
L e, - - = R — = s e — - . - . OO —— e —— s r — e
9 130 Poli-T (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 {100
" - — - P ‘————— ey r— _— L
i 9 116 ; 135 0 0 " 100 0 0 100 0 0 00
—— —-1 - - — - = - e e m— ——— — I —
9 119 Region 135 0 0 100 )] 0 100 0 0 (3001'
' homdloga en
un
caomosoma l&‘
diferente
.. S R URY S L ' & .
92 9 121 - 135 0 0 100 it o 100 0 0 !

46

N.° de referencia 15039608 Rev. A ESP




e\ Kit MiSeqDx™ Universal 1.0

<

i . .
T ! i MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
£ Tamafio N° de
a0 del Contenido ’ NS Netotal | , N* N.# total \ N N.? tatal
3 Ampli- | € S f i mies lde | d % de % de % de
3 & pli romaso ragmen- | gendmico tras total de e llama- total de de I total de | de
T % : con ma to del ampli- " brocesas ausen- Ilama- ch-s ausen- llama- dama— ausen- llama- lama-
> q analiza- con i:hs= ; cia de das c(;rreo- da de das as cia de das das
do’ : llama- incorrec- | llama- incorrec- n:or_rec- llama- incorrec- | °fre¢
das3 tas? das® tasgt i das? tas? fas?
93 9 117 Region 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
i : :
homdloga en
un
romosoma
diferente
{94 9 S 114 A 135 0 0 100 -0 0 100 . 0 0 100
95 9 129 Poli-A (14) 135 0 45 92 |0 459 92 |0 PSRN v
—— F #
96 9 114 Region 135 .0 0 100 .0 0 100 0 0 T
~ homdlogaen
un '
' cromosoma ‘
! ~ diferente; '
|‘ - SNV _ !
L : o : :
S — o o
97 9 122 ] f135 0 0 100 0 T 0 ] 100 0 To 100
—_— 4 ! 1 ]
| 98 9 127 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 100
.‘ Poli-C (5) ;
9 9 123 : 13 T 0 0 100 |0 0 100
: 138 64 % GC 133 0 0 100 0 0 100
— R R o
139 - 135 ‘ 0 0 100 0 T 0 100
116 - 135 0 0 100 0 0 100
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2
%’ - MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
o 1amano \
=R del Contenido N.* de N® NS total | o 40 N Nototal 1, o N. N.¢ total
“dg . L. mues- ’ ° total d d o ae ; % de
»h Ampli- | Cromoso- | fragmen- | gendmico total de | de Nama- | ‘o @€ e llama. | fotalde [ de |
F & con ma to del ampli- ausen- Ilama- ausen- llama- ausen- llama- lama-
™ : . rocesa- | - das . das ) das
analiza- cén P da de das cia de das ca de das
das: . correc- . COrrec- . correc-
do! llama- incorrec- tass llama- incorrec- tass llama- incorrec-
das® tas* das® tas* a das? tas! tas®
103 9 b 133 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 L0 100
57 % GC
104 9 138 57 % GC 135 0 0 F_'IOU 0 1] 100 0 0 100 ‘
105 9 136 Poli-C (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 00
67 % GC
m 118 0% c 135 T B o r_'100 0
L 106 9 - 118 709 GC _ 135 0 0 I, 0 100 0 0 100
107 10 128 62% GC 135 0 0 100 0 0 100 0 T o |10
" 108 10 120 60 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 o 10 |
o __‘ e - S - ) ]
109 10 139 58 % GC; 135 0 Q 100 0 0 100 0 0 100
SNV
e e r— e e = = e -—"—'—_-—-|I Lai
' 110 10 118 57 % GC 135 0 0 v, 100 0 S0 100 0 0
1 10 ] 123 Poli-T {5) [ 135 0 0 100 0 0 .1 100 0 0
‘L 112 10 121 ; 135 0 0 100 0 0 100 0 0
13 10 ] 129 26% GC 1 135 0 0 100 TO 0 ‘.[ 100 0 0
[ 114 10 122 ] 135 0 0 1 100 0 0 100 0 0
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N\ &'i{ @@Seqbx™ bniversal 1.0

i

@
>
S e MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
L gt Tamafio
330 . N.° de I o °
“65 del Contenido ues. N.? N.? total % de N. IN.¢ total 9% de N.° Nototal | d
S; 9 Ampli- | Cromoso- | fragmen | gendémico total de de total de de total de de - o¢
) & ‘ - tras ltama- llama- o ) ) Hama-
~ - ¢dn P wma to del ampli- ausen- Hama- d ausen- llama- ausen- llama-
. ; procesa- . as . das . das
analiza- c6n . cia de das cia de das cia de das
das® . correc- . correc- . correc-
do? llama- incorrec- Nama- incorrec- Hama- incorrec-
tas® tass tass
das? tas? das® tas? das® tas*
115 T 10 124 Poli-T (3); | 135 ¢ 0 100 0 0 100 0 PO 100
Regitn
homdloga en
un
aomosoma
diferente
116 10 135 . CA@®) 135 0 0 100 0 0 100 0 . 0 100
117 10 135 Poli-A (6); 135 0 0 100 |0 0 100 |0 0 100
Regidn
homdloga en
un
TOMOSoma
diferente
119 Poli-C {5); 135 0 ‘ 0 100 0 0 100 0 ‘ 0 - 100
. SNV '
— — = - - .. ——r Fl
125 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
- 131 . 135 0 100 0 0 100 0 0 1
] | N RO
5 T 17 i 135 0 0 100 | o0 0 100 |0 I 0 e
w . - 7 J:
”- 116 - 135 0 0 100 0 0 100 0 .0 00 -
—i- A _ e e o e
g N 129 TSB % GC 135 T 0 ) 100 0 0 100 0 0 100
7 ! ;
2 117 Poli-T{10) 135 0 0 100 - 0 0 100 0 , 0
)} el o e e—————— ——— - . — m o m F e e el i — O . H
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iSeqDx™ Universal 1.0

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
iamanu o ‘
del Contenido N.° (‘:f N.e N total o de N. ) N.® total 0! do N.¢ N.° total % de
Ampli- | Cromoso- } fragmen- | gendmico mue total de de Hama- total de de Nama- total de de I'l
con ma to del ampli- © - { ausen- ilama- das ausen- llama- das ) ausen- | llama- ama-
analiza- con procesa- | a2 de das da de -das cia de das das
das’ . corred- N correc- . correc-
do? llama- tncorrec- . 1llama- Imncorrec- llama- Incorrec-
tas* tas® tas’
dag? tast das? tas? das? tas

125 L1l | 117 Poli-T(5) 135 0 0 10 to 0 100 l 0 ] 0 100
— L S S — ——— rem ke .
P 126 11 113 Poli-A (5) 135 0 0 - 100 0 0 100 0 0 w00

. ————— - . - - T, e ey a B — e _— —_—

127 Tn 129 - [ 135 0 0 100 T 0 0 100 0 0 100
L1281 121 Poli-T (5) 135 0 0 1100 0 0 100 0 0 100
L . o . o — - ok e — - L . e

129 1 123 . }' 135 0 To 100 0 0 100 0 0 100

—_— . 1. o ) ‘ :
an 1 127 Poli-A {6) 135 0 0 | FLJED 0 0 100 0 0 100

131 1 l 136 Poli-T (6) I 135 o 0 100 0 0 T 100 0 0 T 100 )
—_ _ SRR SR - : _

l 132 11 132 Poli-T (5) 135 0 0 ! | 100 0 0 100 0 0 100 |
e | - '

133 11 115 - I 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100

r—-————-—-—--—-—— —— e e i - - - -- e - - —— R —_— —
134 11 117 Poli-T (8); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100 |
E 19%GC . N ' ;
e —— . el B | Lo e e e e o o e ——— 77;77”7‘_ﬁm_____i

135 11 134 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100

Poli-T (5)
11 131 Poli-A (5) 135 0 0 i, 100 0 0 100 0
. - - e — - - U . o o
11 133 SNV; 135 0 0 100 0 0 100 0
26 % GC
1 137 Poli-T (8); 0 0 100 0
SNV

- —— —_—
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1

iSeqDx™ Universal 1.0

o\ ¢
Q
g'o a_ MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
o8& 3 Tamafio
ey L del Contenido N.? de Nototal .| Ne N.° total ) N.° N.? total
(2 3] ] .. mucs- Yo de % de o, de
w0 Ampli- | Cromoso- | fragmen- | gendmico de total de | de total de { de
» B . tras llama- llama- llama-
F ,‘E on ma to del ampli- Hama- das ausen- llama- das ausen- Hama- 4
analiza- con procesa- das cia de das cia de das as
. correc- . COTrec- . correc-
dot das? incorrec- tass {lama- incorrec- tas$ llama- incorrec- s
tas? das? tas* as das? tas* tas
139 .11 131 Poli-A (5) 135 0 100 0 0 100 ; 0 0 100
1 —— -—— - = - el —— -
| 140 12 131 - 135 0 © 100 0 0 100 0 0 100
141 12 128 - 135 0 100 0 0 100 0 0 100
142 12 133 Poli-A (5) 135 0 00 0 0 100 0 0 100
143 J 12 136 ] 4‘ 135 Il) 100 0 ‘[ 0 I 100 I 0 0 00
P I — X Ny § il -
i 144 12 124 - 135 0 10 0 0 100 0 0 100 |
145 |12 122 59% GC 135 0 100 0 0 100 0 0 100
146 13 122 - 135 0 Y100 - 0 0 100 0 0 100 |
13 116 Poli-C (5) 135 0 100 0 0 100 0 o |00
13 133 ] 135 0 100 0 0 100 0 0 00
S e - —_ —— - - - ; - — -~ . _
T13 117 SNV 135 0 100 0 0 100 TO 0 100
13 124 Poli-T (6) 135 0 " 100 0 0 100 0 ‘0
[ — - — S —— e - - [ |
s 123 Poli-T (3); 135 0 100 0 0 100 0 0
26 % GC
13 115 Poli-A () 135 0 100 0 0 100 0 0
s 'Fzs N o 135 D 100 |o 0 100 |0 0
13 BRYS . 135 o j 100 0 0 100 0 0
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Dx™ Universal 1.0

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
1amano Io o N a N.»° 1 N e o
del Contenido| | N2de 1 o Nftotal | o 4o ' fotal g ge | N Ntotal o e
Ampli- | Cromaose- | fragmen- | gendmico ues total de de llama- total de de llama- total de de llama
con ma to del ampli- : ausen- Hama- - ausen- Hama- ausen- Itama- .
: rocesa- | . das . das . das
analiza- cbn P da de das cia de das cia de das
dasz . correc- . correc- . correc-
do? llama- incorrec | - llama- incorrec- | llama- incorrec- .
das® tas* dag® tas’ ‘ dag® tas? tas
3
155 13 123 ; H 135 0 0 100 0 0 i 100 l 0 0 100
L 156 13 114 . 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
i - B - e — — —_— = _— e —
157 13 119 - 135 0 0 100 0 0 T 100 0 0 100
— U S __ — L.
158 14 122 58 % GC 135 0 0 ! 100 0 0 100 ¢] 0 100
159 16 122 . 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
L 160 16 121 - 135 0 0 . 100 0 0 100 0 0 100
R L RO -
161 16 123 Poli-C (5) I 135 ¢ 0 100 0 0 100 0 0 100
M2 | 17 119 ] 135 0 0 i 100 0 0 00 0 .0 100
163 17 119 61 % GC l 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
" 164 17 135 ] 135 0 0 11 100 0 0 100 0 0 100
165 17 116 Poli-C (6); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
60 % GC;
O SNV
® 53 - T T s T 1" 100 0
o m, 166 17 123 - 135 0 0 L 0 100 0 4]
®.09L — T e T -
szo% 167 17 116 62 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0
— A AN e —_—— . e s s e - e —— el —
20N B I 168 17 118 Poli-C (5); 135 0 0 | 100 0 0 100 0 0
2 : ; | 65%GC . ) : _ o o
5 i
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Dyl niversal 1 0

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
ramano o o
del Contenido ‘N.“ t N2 N.° total 9% de N. N.® total o de N.2 N.? total %, de
Ampli- | Cromoso- | fragmen- | gendémico mue total de | de llama- total de de llama. | fotatde | de il
con ma to del amphi- ausen- Hama- das ausen- Hama- das ausen- liama- dama-
analiza- oon pro:esa- da de das correc- cia de das o;rree- . da de das as
do das lama- incorrec- tas® llama- incorrec- tas® liama- incorrec- corsrec-
das® tas* das® tas* as das® tast tas

169 |17 ; 129 . 135 0 i 0 100 0 0 {100 ; 0 0 100
- 1 T T S i _ o
| 170 17 131 Poli-G (6); 135 0 0 - 100 0 0 100 0 0 100

67 % GC; :
SNV ,

171 17 127 61 % GC [ 135 0 0 100 0 0 Tmo o 0 100
—— - - — C e eem e e am ————— ey g 4 1 L —
172 17 118 Poli-C (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100

173 17 138 61% GC l 135 0 0 100 0 0 100 0 0 0
- ) SR BRI S -

t 174 - 17 131 58 % GC 135 0 0 100 0 0 100 0 0

} . Lo _ o R _ R -k .

175 18 112 - l 135 0 0 100 T 0 0 100 0 0

176 18 124 - 135 0 0 : 100 0 0 100 0 0
1 - - -—- —— - - - - i — - P s w— - ‘,—- ——— s

177 18 i 134 Poli-A (6)J 135 0 | 0 100 0 0 100 i 0 0

B 135 0 0 Y1100 0 0 100 0 0

] 1 135 0 To 100 0 0 100 0 0

. I S b -
- 135 0 0 L 100 0 0 100 0 0
L. . . R e — e — —— =

60 % GC l 135 0 E 100 0 ro —[ 100 0 0

T s T T [ 100 0 0 100 0 0
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MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
Tamaiio Nod
del Contenido i NS N.2 total o N.¢ N.? total N N.° total
L mues- % de % de o de
Cromoso- | fragmen- gendémico total de de total de de total de de
i tras llama- llama- Hama-
ma to del ampli- ocesa- ausen- i Hama- das ausen- llama- das ausen- llama- d
analiza- cdn proc cia de das i da de das ‘ cia de das as
dag . correc- . correc- ) correc-
do? llama- incorrec- . llama- incorrec- llama- tneorrec-
tas’ . tas® tas®
das? tas! das? tas? das? tas?
183 19 122 Poli-G (6); 135 C 0 0 100 0 F 0 i 100 0 0 100
66 % GC i
! 184 19 139 64 % GC 135 0 0 00 0 0 100 0 0 100
185 19 131 67 % GC 135 0 0 100 |0 0 100 |0 0 100
186 - 19 141 . 59 % GC; 135 0 0 L1000 . 0 .0 100 0 0 100
! Regién
! homdloga en
! un
[ Cromosoema
' diterente
L . 1 - —— e e e - .
187 19 121 Poli-C (5); 135 0 0 100 0 T 100 0 0 100
72 % GC;
Regidn
homdloga en
un
cromosoma
diferente
19 138 58 % GC 135 0 .0 100 0 0 100 0 0 10003
19 123 [ 64% GC 135 0 0 100 0 0 T 100 0 0 1 100 N
19 138 - 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100 \
20 n7 l Poli-T (5) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
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—HICMISEqBx™ Universal 1.0 _

3 ) MiSeqDx 1 MiSeqDx 2 MiSeqDx 3
-‘5’: Tamafio N de
o del " Contenido ’ os. N Netotal | o o N.° NS total |, N.? N2 total |
- 0 I
3 Ampli- | Cromoso- | fragmen- | pendmico m total de de g total de de N total de | de o de
! g tras lama- lama- ilama-
v g con ma to del ampli- rocesa- ausen- Hama- das ausen- llama- das ausen- llama- d
> 8 analiza- ¢on Zas: cia de das c;rrec- cia de das ’ da de das as
do! llama- incorrec- tass llama- incorrec- ct:;rec- llama- incorrec- :o;ree-
das? tast das? tas? das? tas? A
1‘ 192 2 136 Poli-A (7) 135 0 0 100 0 0 100 0 0 100
193 2 12 Poli-A (5); 135 0 0 100 0 0 100 0 0 00
PPoli-C (5)
194 22 122 62 % GC; 135 0 0 - 100 -0 0 100 0 0 - 100 :
SNV
195 J 22 119 66 % GC 135 [ 0 0 100 0 1] 100 0 0 'IO-O_-__.
. . . . . - —_ L. [P P A . ... L - o — .,

' "Fragmnento analizado” se refiere al tamafio de ta regién gendmica secuenciada en bases, sin incluir cebadores especificos segun el objetivo.

2 £| ntimero de muestras se calcula a partir de 9 experimentos de 15 muestras (11 muestras procesadas una vez y 2 procesadas dos veces).

2 El niimero total de ausencia de llamadas es el nimeto combinado de ausencias de llamadas obtenido para los 45 experimentos mediante el andlisis del amplic6n especifico con un
instrumento MiSeqDx especificado.

« El nfimero total de llamadas incorrectas s ol niimero combinado de lamadas incorrectas abtenido para los 45 experimentos mediante el andlisis del amplicén especifico con un
instrumento MiSeqIXx especificado.

s El porcentaje de llamadas correctas es igual al indice de llamadas correctas de todas las bases del amplicon, donde la llamada correcta de las SNV (variantes de nucledtido imico) o
insercioncs y deleciones se basa en la base de datos de referencia bien definida, y la llamada correcta de las bases en ¢l resto de la secuencia del amplicén se basa en la comparacién con
ol conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. Esta columna puede incluir mas de un resultado esperado para un amplicon dado si se espera que algunas de las
muestras contengan una insercién/delecion y otras no como, por ejemplo, el amplicén 9.

s Bl amplic6n 1 presentd un niimero de bases cuyo genolipo no se pudo llamar: 12 bases en 1/9 experimentos en NA12881; una base en 2/9 experimentos y tres bases en 1/9 experimentos en
NAI2886; 20 bases on 1/ experimentos y 26 bases en 19 experimentos en NAI12888. Esto se debe a una cobertura baja en bases de ausencia de llamadas de dichos experimentos, donde la
profundidad de la secuenciacién media fue de 33,2, con un minimo de 21 y un maximo de 52.

7 Cuando no se incluyen ausencias de llamadas en el calculo, el indice de llamadas correctas es del 100 %.

# El amplicén 9 incluye un experimento homepolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. No obslante, la informacion de
referencia bien definida para 7 de 13 mucestras tiene 13 bases A en este experimento homopolimérico. En estas sicte muestras, esta delecion de un par de bases se llama falso negativo y, &

asimismo, como falsos negativos reproducibles en los nueve experimentos. :

* El amplicon 95 incluye un experimento homopolimérico de 14 bases A de acuerdo con el conjunto 19 de la secuencia de referencia del genoma humano. No obstante, tas secuencias de A
informacién de referencia bien definidas para 13 de 13 muestras ticnen 15 bases A en este experimento homopolimérico. En estas 13 muestras, esta insercion de un par de bases no se
llama de forma reproducible al 100 % (es decir, es un falso negativo).
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Los resultados del estudio 1 de reproducibilidad de cada muestra se presentan compuestos por los nueve experimentos en una columna. Los resultados mostrados

&\ U
f_inu = pertenecen Unicamente a los resultados de las inserciones/deleciones y las variantes de nucleétido inico frente a la secuencia de la base de datos de referencia de
% =4 g tres experimentos en tres instrumentos. Este andlisis demostté que los resultados de las variantes eran reproducibles en nueve experimentos de estas muestras.
383
“HhG Tabla 17 Resumen de Ios resultados de reprodudbilidad de la plataforma MiSeqDx de 13 muestras bien definidas
w»
> g\ Variantes de nucledtido Gnico (SNV) Inserciones/deleciones
~
N.* ID de N de. . N.? de va’ri.antes , N° de N° de !\1." de. . NY de N? de
de muestra experimentos de nucledtido N.* de inserciones y N.* de
‘ . falsos falsos . falsos falsos
ADN | de ADN por muestra Gnico i Uamadas ositi- nepati- i deleciones Namadas iti .
correctas P ' g’ correctas posti- negatt
vos! vos? vos' - vos?
1 NA12877: 18 16 16 0 Q 3 1 0 I 2
2 NAI2878: 18 17 17 0 0 2 0 0 2 |
3 NA12879 | 9 18 18 0 0 2 1 ]_'0 1
"y NAI2SS80 9 17 17 0 0 3 1 0 2
5 NA12881 [ 9 19 19 0 0 3 1 I
L 6 NA12882 9 15 15 0 0 1 0
7 NA12883 9 22 T 22 0 0 2 1
i 8 NA12884 9 19 19 0 0 2 1
[ e e e e S . SV
9 NA12885 I 9 17 17 0 0 2 0
10 NA12886 9 19 19 0 0 3 1
11 [ NA12887 9 T 18 TTB 0 0 1 0
12 NA12888 9 22 22 0 0 2 1
o e e
13 NA12893 9 17 17 0 0 3 ]

' Falso positivo = Variante llamada por el experimento de secuenciacion de MiSeqDx que no se encuentra en la base de datos de referencia,
2 Falso negativo = Variante que s¢ encuentra en la base de datos de referencia y no se llamé en ol experimento de secuenciacién de MiSeqDx.
3 Las muestras NA12877 y NA12878 se analizaron por duplicado. Las muestras duplicadas arrojaron resultados id énticos.
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\Estudio 2
En un estudio de reproducibilidad en varios centros realizado con un ensayo tipico, el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina, se incluyé
un subconjunto de variaciones genéticas de CFTR de interés clinico analizado con el software de MiSeq Reporter mediante el flujo de trabajo de secuenciacidén
selectiva de ADN de la plataforma MiSeqDx. En el estudio a ciegas, se utilizaron tres centros de ensayo y se emplearon dos operadores en cada uno de ellos, Cada
uno de los operadores de cada centro comprobé dos paneles bien caracterizados de 46 muestras cada uno para un total de 810 llamadas por centro. Los paneles
contenian una mezcla de ADN gendmico de estirpes celulares con variaciones conocidas en el gen CFTR, asi como sangre desleucocitada con estirpes celulares con
variantes conocidas en el gen CFTR. Las muestras de sangre se proporcionaron para permitir la incorporacién de los pasos de extraccion utilizados en la
preparacién de ADNg que sirve como entrada principal del flujo de trabajo de ensayo. El indice de muestra de paso, definide como el nimero de muestras que
superan los criterios de control de calidad en el primer intento, fue del 99,88 %. Los resultados de todas las pruebas se basan en la prueba inicial,

fabla 18 Resumen de los resultados del estudio de reprodudbilidad realizado con un ensayo representativo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx

e Llamadas coincidentes
L lama- Llamadas coincidentes negativas lestado N7 de
NS positivas (variantes) Bativas N7 de Ceinciden- | Coinciden-
das natural) lama- . ] . Coinciden-
Pa- de . auseneia cia cia
Genotipo de mucstra Variantes totales das dell " X da total
nel mues- por Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- incorrec. ¢ lama- positiva negativa o0
tra . das %) Gal
centro tro tro tro tro tro tro tas
1 2 3 i 2 3
A 1 S549N (HET) $10 6 6 6 504 804 804 0 0 100 100 100
CA 2 1812-1 G>A (HET) " 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 " 100 100 )
[ - . _ N
A 3 Q493X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
r_ A $ F308del/2184delA 810 12 12 12 797 798 798 0O It 100 100 o 100 h
t (HET)
00 A 52 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798 0 1352 94,44 94,44 94,44
m == — am, . — ——
s 2 PAa 6 F508del2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 O 0 100 100 100
wzc?2 | HE
@262 L (HET)
(453 Z O S _ _— — - - - - - - -
mrfZ 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 | 804 T804 I 0 0 100
TN\ — - — ! N T
» :\%\ 8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100
m . —_— . [ —
5 -
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V c.
=] .
g: R Llamadas coincidentes i
< Llamadas coincidentes N °
@ Llama- negativas {estado NF de i
Fo NP positivas (variantes) N." de Coinciden- Coinciden- R
3 b 4 das natural) Nama- . . . Coinciden-
74 a ¢ . - auseneia cia cia R
. — Genotipo de muestra Variantes totales das de Nlama- asitiv - G total
o c; ne per Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- incorrec- pasive nesativa (°5)
: tra das (o) )
. centro tro fro tro tro tro tra tas
1 2 3 1 2 3
A 93 l F508del/W1282X 810 32 il 12 798 797 ‘ 798 23 Q 97,22 99,96 99,62
. i (HED) ; : ; i
i 1 | i i t .
A 10 F508del/3272-26A>G 810 12 11 12 798 797 798 2 0 97,22 99,96 99,92
: (HET) : ;
A |11 | F508del/3sa9+10kbC>T 810 12 |12 [12 [798 [ 708 | 798 { 0 0 100 100 | 100
(HET)
‘i A 12 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 - 100 100 100 :
(HET) :
A |13 | msox/Fs08del (HED 810 12 |12 ] 12 | 708 | 798 { 798 | 0 0 100 | 100 ’ o
P A 14 M1101K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100
| S e m———— e e oy —_ - ; R —
A 15 MI1101K (HOM) 810 6 6 6 TSO!«} 804 804 0 0 100 100
r - : _—
LA 16 F508del (HOM) 1506V, 828 6 6 6 522 822 822 0 0 100 - 100
! 1507V,
: F508C
i ausente
b m e e — FE e e . - . e . _
A 17 i F508del/3659delC 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 | 100
ol | (HET)
T o | | I
o m A 18 R117H/F508del (HET) TGY10(" 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100
w_ o
Lz B 9/(TGY12
(—,: Py "'.; \ (-r)s
mdae e e e . - .- e — -
oo
nn
w
>
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Llamadas coincidentes |
Llama- Llamadas coincidentes Ativas (estado NS de
Nt das ;gﬁ,ﬁv‘as‘ l.v'ari;:micsi lama- N.° de Coinciden- Coinciden-
Pa- de ' ’ auscengia cia cia Lomaiag n-
Genotipo de muestra Variantes tofales das de Il . A cia total
nel mucs- por Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen incorrece ¢ flama- positiva ne‘gath ©id
tra centro tro tro tro tro tro tro tas das ) o}
1 2 3 1 2 3
!
A Y19 621+1G>T/711+1G>T 810 12 12 12 798 ' 798 798 0 ] 100 100 100
: (HET) !

; A 20 G85E/621+1G>T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100 ’
e e e e -— e ———————— e —

A ! 21 A455E/F508de] (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
-r A - 22 F508del/R560T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100

A 23 F508del/Y1092X (C>A) 810 12 12 12 798 | 798 798 0O 0 100 100 100
i (HET)

r A 24 N1303K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100

A [25  csax(HOM) 810 6 6 6 804 | 804 804 O 0 100 100 100
- i — - SR - L . - . .
" A 26 GH42X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
— e e e e — I e e o - - — —— e -

A T 27 Gbh51D/R353X (HET) 810 12 12 12 798 I 798 798 0 0 100 100 100
A 28 3849+10kbC>T (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
. —————— _— . _ e = — = L =

A i 29 WT 310 0 0 0 810 | 810 80 O 0 N/A 100 100
; A 30 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100 L{‘f}
b e —— - - - — . - - AL

A v 31 1717-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 I 804 804 o .l 0 100 100 100 &

- 1 - . —_— | _—— - . e e .

LA 32 R1162X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100 -
A — - . _— -_— —;-—--—- bl - _— - ! u R —_ — — e — -A

A ' ‘T 33 R347PIG551D(HIET) | 810 ‘[ 12 ! 12 12 l 798 798 798 0 ‘[ 0 100 100 | 100

- I
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Y

@w
o]
@
@ 8_% Liamadas coincidentes
D5 Llamadas coincidentes . e
3 " Llama- negativas (estado Nede o P _—
@ 3 N das positivas (variantes} Harma- N7 de Coinciden- Coinciden-
w5 Pa- de ) ausencia cia cia ‘-omcac -
> i Genotipo de muestra Variandes totales das de il - . cia total
~N nel mues- : por Cen- | Cen- | Cen- | Cen- | Cen- !} Cen- | jncorrec- ¢ Hama- positiva negativa o)
e centro tro tro tro tro tro tro tas das i %)
1 1 3 1 2 3
1 A 34 R334W (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A I 35 WT ' 810 0O 0 0 810 {80 80 0 0 N/A 100 100
LA " 36 GBSSE(HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100 '
A 37 1336K (HET) 810 6 6 6 804 804 8504 0 0 100 100 100
DA 38 WT 810 © 0 ©0 80 80 8§10 O 0 N/A 100 100
A 39 F508del/3849+10. 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HETD
A T 40 62141GST/3120¢ 810 12 12 12 798 798 798 O .0 100 100 w0
: (HET)
L . - - il .
A 41 F508del/3659delt 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HED
T A 42 R117H/F508del ( (TG)IO(T) 816 18 18 18 798 798 798 O 0 100 100 100
i . ITG)12
: (M3
A _ 43 G83E/61H1G>T 810 12 12 12 798 T 798 798 0 0 100 160 100
A 44 A455E/F508de! (3 810 12 12 12 798 798 798 O 0 100 100 100 QD
45 N1303K (HET) g0 6 6 6 804 | 804 804 O 0 100 100 100 0
46 G551DfR353X (F 810 12 12 12 798 798 798 ¢ 0 100 100 100 p
- 47 2789+5G>A (HOI; 810 6 6 6 804 804 T 804 TO 0 ] 100 I 100 | 100
137 ¢
S(AY
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|
— L1 d incid ’
-<<_n‘_-8 0. Llama- Llamadas coincidentes | n:n::iv:: ::;:ocmcs N®de
g N e positivas tvariantes) - Ne de Coinciden- | Coinciden-
@« % Pa- de . . ? i auseneia cia cia L.omncide n-
w o Genotipo de muestra Variantes totales : das de Nama- asitiva v cia total
b 3 nel mues- por Cen- | Cen- Cen- l Cen- Cen- Cen- incorrec- ’ !: i negafiva [
N tra contro tro tro tro ; tro tro tro tas das (%) E (el
1 2 30 2 3 |
) ; i |
B 48 CFTR dele?, 3/F308del 810 12 12 12 798 798 798 O 0 100 100 100
(HET)
B 49 F508dcl/1898+1G>A 810 12 12 12 798 | 798 798 0 0 100 100 100
(HET) l
N i . - S - ) e ———
B 50  WT 810 0 0 0 810 810 810 O 0 N/A 100 100
= —— - s LT , e
B { 51 F508del/2143delT 810 12 12 12 798 | 798 798 0 0 100 100 100
] (HET)
"B 52 3876dclA (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
B T's3  3905insT(HET) 810 6 6 6 804 | 804 804 O 0 100 100 100
; i . _ o . Ll
B 54 394delTT(HET) 810 6 6 6 804 S04 S04 O 0 100 100 100 '1
B 7] 55 F508del(HED) $10 6 6 6 804 1804 804 O ' 0 100 100 100
56  WT 810 0 0 0 810 810 810 O 0 N/A 100 100
O e , T , -
. 57 WT 810 0 0 0 810 | 810 810 O 0 N/A 100 100
. | ———— _ _— .. e —— e — A . O v e o . . o
58 F508del (HED) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100
8 15 W - 810 o 0o 0 8101 810 810 © } 0 N/A 100
| N — —
60 L206W (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100
R , oo s T T
{61 wr 810 0 0 0 80 |80 s0 o0 i 0 N/A 100
’,__.—__L-.__..—-. - — - - . - - - R
. 62 804 804 0 0 100 100

G330X (HET)

804
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L. ! Llamadas coincidentes
Ltama- Llamadas coincidentes negativas (estado NO de
® po.i’ltwns tvariantesh N° de Coinciden- | Coinciden-
37 das Hama- ausencia cia cia Lomaias o
“ha Genotipo de muestra Variantss totales : das . i cia total
:p 9 nel mues- por Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- incorrec- de lama- positiva m':gnlwa o
. "tg tra centro iro tro tro tro tro tro tas das o) )
1 2 3 1 2 3
B 63 WT 810 o 0 0 810 1 810 810 0 10 N/A 100 100
B 64 R347H (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 65 1078delT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
"B 66 G178R/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 1] 0 100 100 100 o
B 67 S549R (c.1647T>G) 810 6 6 6 804 804 804 Q 0 100 100 100
(HET)
B 68 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 B804 O 0 100 100 100
B 69 W846X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
- B 70 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/A 100 V 100
B 71 F92X/F508del (HET) §10 12 12 12 798 798 798 0 ] 0 100 100 100
B 724 621+1G>T/1154insTC 810 12 12 12 798 798 797 0 ]4l 100 99,96 V 59,96
(HET) .
B 73 GHZX (HET} 810 6 6 6 504 l 804 804 0 j 0 - 100 100 100
B 74 F508de! (MET) 810 6 6 6 804 804 804 [\ 0 100 100 100
® E 5’ B 751 F508del (HET) 810 6 5 6 804 | 670 804 ” o” %I 1352 94,44 94,44 94,44 CD
8 = ?)' 2 B 76 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 ¢ 100 160 100
- L _ - Lo .- e - - . e — .
z e - — - T i
:—.: B 77 621+1G>T/A455 810 12 12 12 793 798 98 ] 0 100 100 100
z (HET) EA
wn [ : e —
Nz
ol ~——
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w

D Llamadas coincidentes
% L 3‘ b N Llama- Hamadas coincidentes negativas {estado N2 de NEd Coincid Coincid
g hd positivas (variantes) ama- N de pinciden- oinciden-
é % Pa- de das ) Mama ausencia cia cia Lomaaca-
o Genotipo de muestra Variantes totales das " i . ¢a total
> % nel | mues 1 por Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- incorrec- de Nlama- positiva . m.zgatna )
™ fra centro tro tro tro tro tro tro tas das Cal o)
1 - S 1 2 3
"B 78 1812-1 G>A (HE 810 6 6 6 804 804 804 (8] 0 100 100 100
B 179 WT ' 810 o o 0 810 T 810 810 © 0 N/A 100 100
ir B 80 F508del/R553X ( 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 81 F508del/G551D ( 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
"B 82 R347P/F508del( 810 12 12 12 798 798 798 O 0 100 100 100
B 83 R117H/F508del{ (TGYLO(T) 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
9NTGY12
{5
LF B 54 1507del {HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100 ;
. —_—— — — v — . - - - - - _——————— . - - .= - [
B 85 2789+5G>A (HO 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
;" B 864 CFTR dele2, 3/F: 810 12 12 12 798 797 798 1] 14 100 99,96 99,94
; (HET)
B 87  F508del/1898+1C 810 12 12 12 798 | 798 798 0O 0 100 100 100
(HET)
_— [ . - - e = [ - — - - .- - H
B 88  WT 810 0 0 0 80 80 810 O 0 N/A 100 io
) B 89 F508del/2143del 810 12 12 12 798 798 798 o 0 100 100 m
Lt (HET)
8 (TU.\ r . e oL ..
TE B 90 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 ﬂ B0 :
win< L_.____.q__ e e e . . . .
aayX B 91 394delTT (HET) r 810 T 6 6 I 6 804 804 804 0 0 | 100 1 100
o
w
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>
& & Llamadas coincidentes
] Liamadas coincidentes . ro
T &3 Llama- N ) negativas (estado N.° de 'e - -
0 Ne positivas (variantes) Nede Coinciden- Coinciden- i
@ £ S das natural) Nlama- . . . Coinciden-
v Pa- de . i ausencia cia cia R
. g el ) Genoctipo de muestra Variantes totales das dell ositi " cia total
g m| : i . - - ¢ llama- hiva negativ
2 ne ues | por Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- incorree- ? P Bt %)
tra das (%) ©nd
centro o tro tro tro tro tra tas
i z 3 1 2 3
I - 1
"B 92 F508del (HET) 810 6 6 6 . 804 804 804 0 0 100 100 100 -
Total 74 556 2209 T 221182 4 i 273 -[ 99,77 99,88 99,88
 La posicién en estado natural correspondiente a la variante N1303K de una duplicacién provocé una ausencia de llamada debida a una cobertura insuficiente.
2 Un duplicada de las muestras 5 y 75 presenté un indice de llamada del 0 %. Una investigacion mas detallada indica que es posible que no sc hayan afadido las muestras a la placa de
muestras antes de la preparacién de la biblioteca, ya que los volitmenes de muestra que quedaban en los ubos eran homogéneos y no se fuvo que eliminar ninguna cantidad de volumen.
3 1as prucbas indican que ¢l operador probablemente alternd las muestras 9 y 10 antes de la preparacion de la biblioteca.
* La posicion en estado natural correspondicnte a la vardante M1V de una duplicacién de cada una de las dos muestras provocd una ausencia de llamada debida a una cobertura
insuficiente.
2
C
v
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w
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= —rx
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Extraccion de ADN Q 4 4 g

Se evaluaron tres métodos de extraccién distintos, extraccién de bolas magnéticas, precipi tacion por alcoho] y
aislamiento de la columna de filtrado de silicio, con sangre total anticoagulada con EDTA K,. Se utilizaron [14
muestras de sangre Unicas en el estudio, lo que representaba un rango de genotipos de un gen representativo. Dos
operadores diferentes comprobaron independientemente los tres métodos de extraccion de ADN. Cada opelrador llevé
a cabo tres experimentos por método de extraccién. Cada operador realizd cada una de las extracciones en dias
diferentes. La concentracién de ADN y el indice de A260/A280 de las muestras de ADNg extraidas se determinaron
mediante espectrometria. El tamafio de las muestras total para cada método de extraccion en este estudio fue de 168
(14 muestras x 2 operadoresfmétodos de extraccién x 3 experimentos/operador x 2 duplicados/muestras de]ADNg
extraidas). )

I L r
! Método de Nameto de . Indice de muestras
!

indice de llamada

extraccién muestras analizadas del primey paso?
- Precipitacién por ; 168 100 % : 100 % 100 %
. alcohol
. Aislamiento de la L 168 100 % 100 % 100 %
" columna de filtrado
- de silido
" -
I Extraccion de bolas 168 100 % 100 % 100 %
[ magnéticas

"Precision: Coincidencia de porcentajes con un métedo de prucba de referencia {secuenciacién bidireccional de Sanger) calculada
para aquellas posiciones de las bases que reciben una llamada de bases.
fndice de muestras del primer paso: Niimero de muestras quie satisfacen el indice de llamada especificado la primera vez gue se
procesan (es decir, no requieren un nuevo experimento ni un procesamiento ad icional). Se representa como ¢! potcentaje del
ntimero total de muestras procesadas durante un Gnico experimento de secuenciacian de MiSeqDx.

Entrada de ADN

El rango de entrada de ADN de la plataforma MiSeqDx se evalud llevando a cabo un estudio de diluciénjen serie con
14 muestras de ADN representativas que contenian 16 variantes monogénicas tinicas. Cada muestra se evalué por
duplicado en nueve niveles de entrada de ADN que oscitaban entre 1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 né, 100 ng, 50
ng, 25 ng, 10 ng, 5 ng y 1 ng). Para la determinacién de la precisién, se compararon genotipos de muestra con datos de
secuenciacién bidireccional de Sanger. Los niveles 1250 ng y 25 ng se identificaron como el limite superiorje inferior
para la entrada de ADN respectivamente, ya que arrojaron un indice de muestra de primer paso del 295 ‘Vc' sin
{lamadas incorrectas (100 % de precisién y de indice de llamada).
Las entradas de ADN de 1250 ng, 250 ng y 100 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN representativas
y 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra (n=4*20=80 muestras), mientras que el limite inferior de
25 ng se analizé con 14 muestras y 20 duplicados de cada muestra (n=14*20=280 muestras). La precisién y el indice de
muestra de primer paso fueron del 100 % en todos los niveles de entrada de ADN, mientras que los indices de

llamada de muestras fuercn del >99 %.

Sustancias interferentes
Para evaluar el impacto de las sustancias interferentes en la plataforma MiSeqDx, se utilizé un ensayo tipico disefado
para buscar un solo gen en 11 529 bases en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes, En el estudio, se
utilizaron ocho muestras de sangre total que representaban ocho genotipos inicos. Se analizaron cuatro sustancias
interferentes endégenas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) anadiéndolas a las muestras de sangre
antes de la extraccién de ADN. Para evaluar la interferencia resultante de la extraccién de sangre (extraccidn breve), se
afiadié EDTA a las muestras de sangre en dos concentraciones. En la tabla siguiente se muestran los limites de
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concentracién de cada sustancia. Asimismo, para evaluar la interferencia resultante de la preparacion/defnugstraszse).
afiadié tampén de lavado al 15 % a ocho ADN genémicos purificados. Se consiguié un {ndice de llamada el to0-%=
con todas las muestras analizadas, asi como una reproducibilidad del 100 % en las llamadas de genotipo entre
muestras en presencia y ausencia de sustancias interferentes.

L

! Concentracién Concentracion
~ Sustancia de prueba ?j};zzz;:tal de ::?g}::)bada en z;:n;:obadn en indice de llamada
; {limite superior) {limite inferior)
! Bilirrubina | 16 684 pmol/l 137 umol/l 100%
1 Colesterol !._]6 13 mmol/l 2,6 mmol/l 100 % -
. Hemoglobina 16 2gfl 0.4 g/l 100 %
f' Triglicéridos 16 37 mmoV/l 7,4 mmoll 100 %
' EDTA 16 B 7 mg/ml 2,8 mg/ml 100 % T

I-4exacion de muestras

Los cebadores de indice de muestras se utilizan en el kit para asignar un cddigo de barras Gnico a cada muestra de
ADN, lo que permite agrupar varias muestras en un solo experimento de secuenciacién.

Se comprobd un total de 96 indices de muestras con un ensayo tipico disefiado para buscar un solo gen en|11 529
bases con ocho muestras de ADN (nicas para verificar la capacidad del ensayo de realizar una llamada de genotipado
homogénea para una muestra determinada en combinaciones de cebadores de indice distintas. Cada muestra se
comprobd con 12 combinaciones de cebadores de indice distintas. Se comprobaron 48 combinaciones de {ndlices en un
experimento de secuenciacién. Se compararon los resultados de las muestras con los datos de secuenciacid
bidireccional de Sanger de todas las posiciones y variantes. La reproducibilidad y la precisidn registradas fueron del
100 % en todas las combinaciones de cebadores de indice/muestras.

Patentes y marcas registradas

Este documento y su contenido son propiedad de lllumina, Inc. y sus afiliados {"Numina"} y estén previstos solamente para ¢l uso contractual
de sus clientes en conexidn con ol uso de los productos descritos en él y no para ningiin otro fin. Este documento y su contenido no se
utilizardn ni distribuirn con ningdin otro fin ni tampoco se comunicardn, divulgardn ni reproducirdn en ninguna otra forma sin cl
consentimiento previo por escrito de [llumina. 1llumina no transfiere mediante este documento ninguna licencia bajo sus derechos|de patente,
marca comercial, copyright ni derechos de autor ni similares derechos de terceros.
Para asegutar el uso correcto y seguro de los productos descritos en este documento, persenal cualificado y adecuadamente capacitado debe
seguir las instrucciones incluidas en este de manera rigurosa y expresa. Se debe lecr y entender completamente todo el contenidoide este
documento antes de usar estos productos.
S1 NOSE LEE COMPLETAMENTE EL DOCUMENTO Y NO SE SIGUEN EXPRESAMENTE TODAS LAS INSTRUCCIONES DESCRITAS
EN ESTE, PODRI AN PRODUCIRSE DANOS AL PRODUCTO, LESIONES A'LAS PERSONAS, INCLUIDOS LOS USUARIOS Y OTROS, Y
DANOS A OTRA PROFIEDAD.
ILLUMINA NO ASUME RESPONSABILIDAD ALGUNA QUE SURJA DEL USO INCORRECTO DE LOS PRODUCTOS AQUI DESCRITOS
(INCLUIDAS LAS PIEZAS O EL SOFTWARE) NI DEL USO DE DICHOS PRODUCTOS FUERA DEL AMBITO DE LAS LICENCIAS
EXPRESAS ESCRITAS O PERMISOS OTORGADOS POR ILLUMINA EN CONEXION CON LA ADQUISICION DE DICHOS PRODUCTCS

POR PARTE DE LOS CLIENTES.

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

© 2012-2014 Nlumina, Inc. Todos los derechos reservados.
Illumina y MiSeqDx son marcas comerciales a marcas comerciales registradas de fllumina, Inc. Todas las demds marcas y nombres
mencionados en el presente documento pertenecen a sus respectivos propictarios.

AMPure, Beckman y Beckmian Couller son marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Beckman Coulter, Inc.
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Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistic
MiSeqDx™

PARA USODIAGNOSTICOINVITRO

N.° de catélogo DX-102-1001: Seis experimentos, hasta 48 muestras por kit

Uso previsto
El Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina es un sistema de diagnostico|in vitro
de secuenciacién selectiva que secuencia de nuevo las regiones codificadoras de proteinas, y los limites de intrones y
exones del gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) en el ADN gendmico
aislado de muestras de sangre humana total periférica recogidas en EDTA K,. La prueba detecta variantes de .
nucledtido 1inico, asi come pequefias inserciones y deleciones en la regién secuenciada, e identifica, asimismo, dos

Resumen y explicacion del ensayo

Descripcion clinica

La fibrosis quistica (FQ) es una de las enfermedades genéticas més comunes del mundo occidental y el trasterno
autosémico recesivo mas frecuente que supone una amenaza para la vida entre la poblacién blanca no hispapica.5 La
FQ afecta a la viscosidad de las secreciones mucosas y al epitelio de las vias respiratorias, el pancreas, los intestinos, el

Variantes e incidenciade la CFTR

El gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) identificado en 1989 se encuentra en
el brazo largo del cromosoma 7 y contiene 27 exones de codificacién repartidos en 230 kb.2 Un ARNm de 6,5 kb

ril de 2014 N.° de referencia 15
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mutaciones intrénicas profundas y dos deleciones de gran tamafio. La prueba estd destinada para su uso en el
instrumento MiSeqDx de Illumina.

La prueba se ha diseflado para utilizarla como ayuda en el diagndstico de personas con sintomas de fibrosis lquistica.
Este ensayo resulta mas apropiado cuando el paciente presenta una fibrosis quistica atipica o no clasica o cuando
otros paneles de mutaciones no han podido identificar las mutaciones causantes, Los resultados de Ia prueba los debe
interpretar un especialista en genética molecular clinica o equivalente certificado y se deben utilizar junto con otra
informacién disponible como, por ejemplo, los sintomas clinicos, otras pruebas diagndsticas y el historial familiar.

Esta prueba no estd indicada para fines de diagndstico independiente, pruebas diagnésticas de fetos, pruebas previas a

implantaciones, el cribado de portadores, el cribado de recién nacidos o el cribado de la poblacion.

sisterna hepatobiliar, el tracto genital masculino y las glandulas sudoriparas, lo que provoca enfermedades

multisistémicas complejas en varios érganos.2+4 Cabe destacar que los pulmones son el principal sistema anatémico
asociado con la morbilidad y mortalidad.s En muchos casos, el deterioro nutricional presagia la progtesion dela
enfermedad pulmonar de la FQ. En consecuencia, un enfoque clave de Jos esfuerzos intervencionistas actuales es el
diagndstico precoz mediante el cribado de los recién nacidos’, lo que permite facilitar un acceso a tiempo a los

servicios médicos fundamentales y garantizar el mejor resultado posible para las personas que padecen esta

enfermedad %5 Aunque existen diferencias en la supervivencia segin el sexo {se registra una mediana corres pondiente

a la supervivencia superior en los hombres que en las mujeres), el valor de la mediana correspondiente a la
supervivencia e de 38,3 afios en EE. UU ¢

producido por el alelo normal codifica la CFTR, una proteina integral de membrana de 1490 aminoédcidos que

funciona como un canal de cloruro regulado en las células epiteliales de varios ¢rganos23 En la actualidad, hay més
de 1900 variantes de CFTR descritas, y la mayoria de ellas son mutaciones puntuales.” La variante mas habitual de la
CFTR es el alelo F508del?, que representa casi un 70 % de todas las variantes de la CFTR. No obstante, a menudo,
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otras variantes habituales de la CFTR suelen conllevar el fenotipo de la FQ y otras enfermedades relacionadas con
la CFTR.»-3

La fibrosis quistica tienc una incidencia estimada de uno entre 2000 a 4000 nacidos vivos y una prevalencia de, apro-
ximadamente, 30 000 personas en la poblacién estadounidense. Se da en todas las poblaciones étnicas y raciales en fre-
cuencias distintas: una de cada 3000 personas de origen caucdsico, uno de cada 9200 hispanoamericanos, und de cada
10 900 americanos nativos, uno de cada 15 000 afroamericanos y uno de cada 31 000 asidtico-americanos4 Nb obstante,
cada vez es més dificil la asignacién de una etnia determinada a una persona afectada® En la Tabla 1 se proporcionan
los calculos actuales de frecuencia de portadores de la mutacién de CFTR por etnias en los EE. UU. basados en una
cohorte de 364 890 individuos sometidos a prucbas para determinar portadores sin antecedentes familiares dk fibrosis

quistica.
Tabla1 Frecuenda general de portadores de mutadidn de fibrosis quistica en distintos grupos émicos de EE. UU°
Grupo étnico Frecuencia de portadores observada
Afroamericano 1en 84
Judio asquenazi len29
Asiitico Ten242
Caucisico len28
Hispano 1en59
Judio 1en32
De Oriente Medio Ten9l
Americano nativo Ten70
Sudasiatico Teni18
Otra etnia 1en 111
Mais de un origen étnico 1en34
Mitad afroamericano 1 en 56
Mitad caucasico 1en 32
Mitad hispanc 1en 51
No se indica 1en37
Todos los individuos 1en 38
Disefio del ensayo
Todas las regiones de codificacién de proteinas en el gen CFTR, incluida la secuencia intrénica adyacente de 10 nt, se
detectan en todos los exones, excepto en tres (los exones 7, 10 y 20). En el caso de los exones 7 y 10, solo se incluye la

secuencia intrénica adyacente de 5 nt en el extremo 5' del exén para evitar inserciones y deleciones homopoliméricas
proximales. En el caso del ex6n 20, se incluye la secuencia intrénica adyacente de 30 nt en el extremo 5' del exén para
posibilitar la deteccién de la mutacién 3272-26A>G. Ademds, el ensayo detecta, aproximadamente, 100 nt dejsecuencia
adyacente en las regiones no traducidas 5' y 3, dos mutaciones intrénicas profundas (1811+1.6kbA>G y 3489410kbC>T),
dos deleciones de gran tamafio (CFTRdele2,3 y CFTRdele22,23) y la regién Poli-TG/Poli-T. La cobertura tota del
ensayo se muestra en las posiciones de las coordenadas gendmicas que se muestran en la Tabla 2.

Tabla2 Ensayo de secuendiacidn clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx Cobertura de tas coordenadas gendmicas

Inicio de la coordenada Detencidén de la
gendémica hgl9 coordenada gendmica Longitud (par de bases)
(cromosoma 7} hg19 (cromosoma 7}
CFTR_Exon 1 117120041 117120211 17
hl
CFTR_Exon 2 117144297 117144427 131

4
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1'L Inicio de la coordenada Detencidn de la
gendmica hgl9 coordenada gendmica Longitud (par de bases)
(cromosoma 7) hg19 {cromosoma 7}

CFTR_Ex6:1 3 117149078 117149206 129
CFTR_Exon 4 i 117170943 117171178 236
CFTR_Exon 5 117174320 117174429 110
CFTR_Exon 6 117175292 117175475 184
CFTR_Exon 7" 117176597 117176737 141
CFTR_Exon 8 117180144 117180410 i 267
CFTR_Exon 9 117182060 117182172 113
CFTR_Exon 10" * 117188690 117188887 I 198
CFTR_Exon 11 117199508 117199719 212
CFTR_Exon 12 | 117227783 117227897 , 115
CFTR_Intron 12* 117229516 117229526 11

CFTR_Exon 13 . 117230397 y 117230503 107
CFTR_Exon 14 117231978 117232721 744
CFTR_Exon 15 I‘ 117234974 . 117235122 149
CFTR_Exon 16 117242870 117242927 58

CFTR_Exon 17 117243576 117243846 ¢ 271
CFTR_Exan 18 117246718 117246817 100
CFTR_Exon 19 b 117250563 117250733 c 171
CFTR_Exon 2(° 117251605 117251872 268
CFTR_Exon 21 117254657 117254777 121
CFTR_Exon 22 117267566 117267834 269
CFTR_Intron 22* y 117280010 117280020 11

CFTR_Exon 23 117282482 117282657 176
CFTR_ExonA 24 117292886 117292995 110
CFTR_Exon 25 117304732 117304924 193
CFTR_Exon 26 ; 117305503 117305628 + 126
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\

Tnicio de 1a coordenada Detencién de 1a
gendmica hgl9 coordenada gendmica Longitud (par de bases)
{cromosoma 7) hg19 {cromosoma 7}

CFTR_Exon 27 117306952 117307262 311

Total de bases ' 5203%*

be o e T e i e e

*En el caso de los exones 7 y 10, solo se incluye la secuencia intrénica adyacente de 5 nt en posicion ascendente respecto del éxén.
De este modo, se evitan las elongaciones homopoliméricas en estas regiones. En el caso del exdn 10, esta es la regién Poli-T/Poli-
TG del intrén 9, Esta regidn se trata de forma especial e independiente.

*Enel caso de las mutaciones intrénicas profundas, también se incluyen cinco nucleétidos adyacentes a la SNV en cada lado.

' En el caso del exdn 20, se incluye la secuencia intrénica adyacente de 30 nt en el extremo §' del ex6n para permitir la deteccién de la
mutacion 3272-26A>C.

** Con las dos deleciones de gran tamario y las regiones Poli-TG/Poli-T, las posiciones/regiones totales son 5206,

Principios del procedimiento

El Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina conlleva dos procedimientos
principales, El primer procedimiento consiste en preparar manualmente las muestras para la secuenciacién, 1o que se
denomina preparacion de bibliotecas, La preparacién de bibliotecas consta de cuatro pasos clave: la hibridacién, la
extension-ligadura, la amplificacién PCR y la normalizacién de bibliotecas. El segundo procedimiento consiste en
secuenciar la muestra preparada mediante el uso de la quimica de SBS (secuenciacién por sintesis) en MiSeqDx.

Preparacion de bibliotecas
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A Hibridacién: El primer paso, la hibridacion, hibridiza un grupe de oligonudedtidos ascendentes y descendentes
especifico del Ensayo de secuenciacién dlinica de la fibrosis quistica MiSeqDx en relacion con el ADN gendmico de
la muestra. Al final de este proceso, un procedimiento de lavado de tres pasos con un filtro con capacidad de
seleccidn de tamafio elimina los oligonudleétidos sin ligar del ADN genémico. ‘
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B Extensidn-ligadura: El segundo paso, la extensién-ligadura, conecta los oligonudeétidos ascendentes y
descendentes hibridados. Una ADN polimerasa se extiende desde los oligonucledtidos ascendentes hast
region objetivo, a lo que le sigue la ligadura hasta el extremo 5 del oligonucleétido descendente con una
ligasa. El resultado es la formacién de productos que contienen oligonucdeétidos especificos de Ia fibrosib
flanqueados por las secuencias requeridas para la amplificacién.

Amplificacion PCR: El tercer paso, la amplificacién PCR, amplifica los productos de extensién-ligadura
cebadores que afiaden secuencias de fndice para el multiplexado de muestras, asf como los adaptadores
necesarios para la generacion de grupos en MiSeqDx. Al final de este proceso, un procedimiento de imp
PCR purifica los productos de PCR (denominado biblioteca).
Normalizacion de bibliotecas: El paso final, la normalizacién de bibliotecas, normaliza la cantidad de ca
biblioteca para garantizar una representacién de bibliotecas mds equitativa en la biblioteca agrupada de

ala

ADN
quistica

con
comunes
ieza de

a

initiva. Al

final de este proceso, la biblioteca agrupada se carga en MiSeqDx para proceder con la secuendacidn mediante el

uso de la quimica de SBS.

Secuenciacién
La quimica de 5BS se vale de un método basado en terminadores reversibles para detectar bases de nucledtid
en la incorporacion a las cadenas de ADN en crecimiento. Durante cada ciclo de secuenciacion, se afiade un
desoxinucledtido trifosfato (dANTP) tiinico marcado con fluorescencia a la cadena de dcido nucleico. El nucledt
marcado sirve como terminador para la polimerizacién, de modo que tras cada incorporacién de dNTP, el co

fluorescente se digitaliza para identificar la base y, a continuacién, la segmentacion enzimdtica para permitir la

incorporacion del nucledtido siguiente. Puesto que los cuatro dNTP ligados al terminador reversible (A, G, T,
estan presentes como moléculas tnicas, la competencia natural minimiza la tendencia a la incorporacién. Las |
de bases se realizan directamente a partir de las mediciones de intensidad de la sefial durante cada ciclo de
secuenciacion, El resultado final es la secuenciacion base por base.

Analisis de datos
MiSeq Reporter procesa las llamadas de bases generadas durante el andlisis principal y genera informacion sob
muestra seglin la informacién especificada en la hoja de muestras, lo que se denomina analisis secundario. El a

O anico

ido
orante

Q
amadas

re cada
malisis

secundario incluye el demultiplexado, la generacion de archivos FASTQ, la alineacidn, las llamadas de variantes y la

generacién de archivos VCF que contienen informacién sobre las variantes de CFTR que se encuentran en posi
especificas del genoma de referencia.

ciones

+ Demultiplexado: Es el primer paso del analisis secundario si la hoja de muestras contiene varias muestras y

el experimento tiene lecturas de indice. El demultiplexado separa datos de las muestras agrupadas en
funcién de los indices de secuencia tinjcos que se afadieron durante el paso de amplificacién PCR.

formato FASTQ, que és un formato de texto empleado para representar secuencias. Los archivos FAST
contienen las lecturas de cada muestra y las puntuaciones de calidad, excepto las lecturas de los grup
no hayan superado el filtro.
Alineacién: La alineacién compara secuencias con la referencia para identificar una relacion entre las

secuencias y asigna una puntuacién en funcién de las regiones de similitud. Las lecturas alineadas se;

escriben en archivos con formato BAM. MiSeq Reporter utiliza un algoritmo de Smith-Waterman de b
que realiza las alineaciones de secuencias locales para determinar regiones similares entre dos secuen
Llamadas de variantes: Este paso registra las variantes de nucledtido tinico (SNV), las inserciones y
deleciones, y otras variantes estructurales en un archivo de texto normalizado y analizable llamado
MiSeqDxCFClinicalSequencingAssay.txt. Para obtener mas informacion, consulte la seccion Archivo d
informe del analisis de la Guia del usuario de MiSeq Reporter (11.° de veferencia 15038356_ESP).
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Generacidén de archivos FASTQ: Tras el demultiplexado, MiSeq Reporter genera archivos intermedios
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Ensayo de secuenciacian clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

Limitaciones del procedimiento

1

3

W

Componentes del producto

La plataforma MiSeqDx de Illumina consta de lo siguiente:

El ensayo secuencia las siguientes regiones del gen CFTR:
a Todas las regiones de codificacion de proteinas del gen CFIR en 27 exones
b Entre 5 y 10 bases de secuencia intrdnica adyacente
¢ Cien nucledtidos de secuencia intrénica en las regiones no traducidas 5" y 3’
d  Dos mutaciones intronicas profundas (1811+1.6kbA>G y 3489+10kbC>T)
¢ La secuencia Poli-TG/Poli-T ubicada en el intrén 9
f  Un total de 5206 posiciones/regiones de los 188 702 pares de bases posibles en el gen
Para uso diagnostico in vitro. Los resultados obtenidos con el Ensayo de secuenciacidn clinica de la fibrosis
quistica MiSeqDx de lllumina se deben utilizar e interpretar en el marco de una evaluacion clinica completa.
El ensayo se ha disefiado para la secuenciacion de las regiones de codificacion de proteinas y los limites de
intrones/exones del gen CFTR, y no incluye todas las regiones intrénicas ni las deleciones de gran tamario. En
consecuencia, un resultado global de “cepa salvaje” no garantiza que otras mutaciones/variantes del CFTR
no estén presentes en las muestras que se estdn analizando,
— El ensayo estd disefiado para detectar dos deleciones grandes especificas: CFTRdele2,3 y CFIRdelg22,23.
No se detectardn ni notificardn otras deleciones grandes. Este ensayo solo estd validado para las
inserciones y deleciones de hasta 3 bp.
Las variantes identificadas con este ensayo varian en frecuencia en funcién de las distintas poblaciones. No
es posible validar todas las combinaciones de variantes que se pudieron detectar en el gen CFTR con pste
ensayo. Se recomienda que el usuario confirme las variantes excepcionales y nuevas con un método de
referencia validado.
Del mismo modo que con cualquier ensayo basado en hibridacidn, los pelimorfismos o las mutaciones
subyacentes en regiones de oligonucledtidos unidos pueden afectar a los alelos que se estén comprobalndo v,
en consecuencia, a las llamadas realizadas.
5i se identifican mas de dos variantes para una muestra, se recomienda que el usuario verifique el resultado
repitiendo la muestra con el Sistemna del instrumento utilizando una extraccién nueva de ADNg para
descartar la contaminacion cruzada de la muestra.
NQOTA: Se debe tener en cuenta la ordenacién de haplotipos cuando se detectan dos o mas variantes. Este
ensayo no puede determinar si las variantes estdn en orientacidn cis-trans respecto de otras variantes.";
En el software de MiSeq Reporter, todas las inserciones y deleciones se dejaran alineadas en regiones |
homopeoliméricas. Por ejemplo, la variante 444delA se identificard como delecion GA-TC, mientras qué la
delecion se identificard en dbSNP como delecion G-ATC. La excepcién a este caso son las 135 variantés de
FQ que se enumeran en el CFTR2 como causantes de la enfermedad (seglin una lista de variantes conlfecha
de septiembre de 2013). Segtin el CFTR2, todas las inserciones y deleciones en regiones homopoliméricas de
este conjunto de variantes coinciden con la identificacion de variantes esperada.
El ensayo no puede determinar si la orientacién de la variante Poli-TG/Poli-T respecto de las demds variantes
es del tipo cis-trans. En el caso de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar pruebas
adicionales para determinar si una variante Poli-TG/Poli-T, que podria afectar al fenotipo clinico (por
ejemplo, 12-13[TG] o 5T), se encuentra en orientacidén cis-trans.
— Poli-TG/Poli-T son regiones homopoliméricas conacidas por ser dificiles de secuenciar debido al
deslizamiento de la polimerasa.
Este ensayo se ha disefiado para realizarlo exclusivamente en un formato de ocho unidades. Si no hay seis
muestras clinicas disponibles, excluidos los controles positivos y negativos, incluya otras muestras del ADN
gendmico humano para completar el experimernito.

Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx {n.? de catalogo DX-102-1001)
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Ensayo de secuenciacion clinica de ta fibrosis quistica

¢ Instrumento MiSeqDx (n.# de catdlogo DX-410-1001)

Reactivos

Reactivos suministrados

llumina proporciona los reactivos para el Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de
(n.? de catalogo DX-102-1001). Este kit se ha configurado para seis experimentos con un méximo de ocho mues

experimento (hasta un total de 48 muestras).

Ensayo de secuenciacidn clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx, caja 1

Tabia 3 Reactivos de preamplificacion de la caja 1A

Mumina
tras por

Volumen
Componente Cantidad de Principios aclivos Almacenamiento
llenado r
Grupo de 1 tubo 600 ul | Solucién acuosa tamponada que contiene Entre -25°C y -15 °C
oligonucledtidos del oligonucledtidos especificos para el gen CFTR
ensayo de
secuenciacién clinica
de fibrosis quistica
Tampén de 1 tube 4,32 ml | Solucién acuosa tamponada que conticne sales y Entre -25°C y -15 °C
hibridacién formamida
Mezcla de extension- | 1 tubo 4,8ml | Solucidon acuosa tamponada que contiene una mezcla | Entre -25°C y -15°C
ligadura patentada de ADN polimerasas, ADN ligasa y dNTP
Cebadores de indice | 1 tubo 192 pt | Cebadores de PCR con secuencias de indice y Entre -25°Cy -15°C
C (A503), D {A504) y | por adaptadores de secuendadon
E (A505) cebador
Cebadores de indice | 1 tubo 128 ul  } Cebadores de PCR con secuencias de indice y Entre -25°C y -15°C
1(A701), 2 (A702)y | por adaptadores de secuenciadon
10 (A710) cebador
Polimerasa de PCR | 1 tubo 56 pl ADN polimerasa patentada Entre -25°C y -15°C
Mezcla maestra de 1 tubo 28ml | Solucién acuosa tamponada que contiene sales y Entre -25°C y -15 °C
PCR dNTP
Tabla4 Reactivos de posamplificacion de la caja 1B
Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenamipgnto
llenado
Diluyente de 1 tubo 4,6 ml i Solacidn acuosa tamponada que contiene sales, 2- Entre -25°C y -15°C
normalizacion de mercaptoetanel y formamida
bibliotecas
Tampon de dilucidén | 1 tubo 4,5ml § Solucion acuosa tamponada Entre -25°C y -15°C
de biblioteca
Control interno PhiX | 1 tubo 10 ul Solucion acuosa tamponada que contiene ADN Entre -25°C y -15°C
gendmico PhiX

Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx, caja 2

Tabla 3 Reactivos de posamplificacién de la caja 2

Componente

Cantidad

Conftenido

Almacenamiento

Cartucho de reactivo
de MiSeqDx: Ensayo
de secuendacién clinica
de FQ

6 cartuchos

Cartucho de un solo uso que contiene reactivos para la
generadon y secuendacién de grupos para su uso con
MiSeqDx, incluidos formamida, 2-mercaptoetanol y
DMSCO <2 %

Entre -25 °C y}-15°C
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Ensayo de secuenciacién clinica dea fibrosis quistica MiSeqDx™

Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx, caja 3

Tabla & Reactivos de preamplificacion de la caja 3A

Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenamjento
llenado
Tampon de lavada 1 botella 24ml | Solucdn acuosa tamponada que contiene sales, 2- Entre 2°Cy 8 °C
restrictivo mercaptoetanol y formamida
Tampon de lavado 1 tubo 4,8ml | Solucién acuosa tamponada que conticne sales Entre 2°Cy8°C
universal

Tabla 7 Reactivos de posamplificacién de Ia caja 3B

Volumen

Componente Cantidad de Principios activos Almacenamiento
llenado '
Bolas de limpieza |1 tubo 5ml Solucidn acuosa tamponada que contiene bolas Entre 2°Cy 8°C
de PCR paramagnéticas de fase sélida y polietilenglicol
Lavado de 2 tubos 4,8ml | Solucion acuosa tamponada que contiene sales, 2- Entre 2°Cy 8°C
normalizacién de mercaptoetancl y formamida
bibliolecas
Bolas de biblioteca |1 tubo 1,2ml | Soluddn acuosa tamponada gque contienc bolas Entre2°Cy 8°C
paramagnéticas de fase s6lida T

Celdade flujo de | 6 contenedores | 1celda | Sustrato de cristal con oligonucledtidos kigados de | Entre 2°C y 8°C
MiSeqDx: Ensayo de fluyjo | manera covalente
de secuenciacién
¢linica de Ia fibrosis
quistica

Ensayo de secuenciacion clinica de [a fibrosis qu:’sticé MiSeqDx, caja 4

Tabta 8 Reactivos de posamplificacion de la caja 4
Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenamignto
llenado
Solucién 3BS de 6 botellas | 353,1ml | Soluddn aciosa tamponada Entre 2 °C y 8/°C
MiSeqDx (PR2):
Ensayo de
secuenciacion clinica
de la fibrosis
quistica
Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx, caja 5
Tabla¥ Reactives de preamplificacidn de la caja 5
Volumen
Componente Cantidad de Principios actives Almacenamiguto
1lenado
Placa del filtro 6 placas N/A Placa de microtitulacién de polipropileno con una Entre 15°C y 80 °C
membrana de polietersulfona modificada

o
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Tabla 19 Reactivos de posamplificacién de la caja 5

Volumen
Componente Cantidad de Principios activos Almacenamiento
llenado E‘
Tampdn de eludén | 1 tubo 48ml | Soluddén acuosa tamponada Entre 15 °C y B0 °C
Tampdn de 1 tubo 35ml | Solucién acuosa tamponada Entre 15 °C y B0 °C
almacenamiento de
biblioteca

Reactivos necesarios no suministrados

Reactivos de preamplificacion

« NaOH 10 N (preparacidn a partir de comprimidos o uso de una solucion estandar)
¢ Tampon TE

» Agua sin ARNasa ni ADNasa

Reactivos de posamplificacion

« NaOH 10 N (preparaci6n a partir de comprimidos o uso de una solucién estindar)
« Etanol, 200 proof, para biologia molecular

e Tampén TE

« Agua sin ARNasa ni ADNasa

Almacenamiento y manipulacion

1 La temperatura ambiente se define como la temperatura que oscila entre 15 °Cy 30 °C.

2 Los siguientes reactivos se suministran congelados y permanecen estables cuando se almacenan a una

temperatura de entre -25 °Cy -15 °*C hasta la fecha de caducidad especificada.
— Grupo de oligonucledtidos del ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis quistica
— Tampon de hibridacién

— Mezcla de extension-ligadura

_  Cebadores de indice C (A503), D (A504) y E (A505)

— Cebadores de indice 1 (A701), 2 (A702) y 10 (A710)

— Polimerasa de PCR

— Mezcla maestra de PCR

— Diluyente de normalizacién de bibliotecas

— Tampén de dilucién de biblioteca

— Control interno PhiX

. Cartucho de reactivo de MiSeqDx: Ensayo de secuenciacion clinica de FQ

Salvo en el caso del cartucho de reactivo, los reactivos permanecen estables durante un maximeo de seis ciclos

de congelacidn/descongelacion antes de la fecha de caducidad especificada.

No vuelva a congelar el cartucho de reactive una vez descongelado. Se puede almacenar hasta seis horas a

una temperatura de entre 2 °Cy 8 °C.

3 Los siguientes reactivos se suministran refrigerados y permanecen estables cuando se almacenan a una

temperatura de entre 2 °C y 8 °C hasta la fecha de caducidad especificada.
— Tampén de lavado restrictivo

— Tampén de lavado universal

— Bolas de limpieza de PCR

— Bolas de biblioteca

April de 2014 N.° de referenci ESP | 9
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Ensayo de secuenciacian clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

— Lavado de normalizacién de bibliotecas
—  Solucién SBS de MiSeqDx {PR2): Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica
— Celda de flujo de MiSeqDx: Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica
4 Los siguientes reactivos se suministran a temperatura ambiente y permanecen estables cuando se almacenan
a temperatura ambiente hasta la fecha de caducidad especificada.
Tampon de elucién
— Placa del filtro
— Tampén de almacenamiento de biblioteca
Los cambios en el aspecto fisico de los reactivos proporcionados pueden sefialar el deterioro de los
materiales. Si se producen cambios en el aspecto fisico (tales como cambios evidentes en el color del réactivo
o un aspecto turbio con contaminacién microbiana), no utilice los reactivos.
6 Los reactivos de Tampén de hibridacién, Tampén de lavado restrictivo y Diluyente de normalizacion de
bibliotecas pueden formar precipitados o cristales visibles. Antes de su uso, agite con fuerza y, a
continuacién, inspeccione visualmente para garantizar que no haya precipitados.
7 Siga estas practicas recomendadas para la manipulacion de las Bolas de limpieza de PCR y las Bolas de
biblioteca:
— No se deben congelar las bolas en ningin caso.
— Deje que las bolas alcancen ta temperatura ambiente.
— Justo antes de su uso, agite las bolas hasta que queden bien suspendidas y se muestre un color
homogénec.
— Mezcle bien la muestra después de afiadir las bolas pipeteando atriba y abajo diez veces. Se puede
utilizar un mezclador para mezclar las muestras de forma homogeénea.
— Tncube la mezcla de bolas/muestra a temperatura ambiente durante el tiempo indicado. .
—  Para utilizar el soporte magnético, siga las instrucciones. Antes de aspirar, espere a que la solucidn se
aclare. Mantenga la placa en el soporte magnético mientras aspira lentamente el sobrenadante y evite
alterar las bolas apartadas.
§ La placa de amplificacién PCR puede permanecer en el ciclador térmico durante toda la noche. Tambign se
puede almacenar a una temperatura de entre 2 °Cy 8 °C hasta dos dias. Antes de almacenar la placa a una
temperatura de entre 2 °C y 8 °C, selle el pocillo de la placa.
9 No congele las Bolas de biblioteca ni las mezcle con el reactivo Diluyente de normalizacién de bibliotecas si
no se van a utilizar de manera inmediata.
10 La placa de normalizacién de bibliotecas completa se puede almacenar a una temperatura de entre -25 °C
y -15 °C hasta tres dias.
11 La biblioteca de amplicones agrupados se puede almacenar a una temperatura de entre -25 °C y -15 °Q hasta
tres dfas.
12 Cargue inmediatamente el grupo de amplicon diluido recién preparado en el cartucho de reactivo. El ;
almacenamiento del grupo de amplicén diluido puede reducir considerablemente la densidad de grupos.

W

Materiales y equipo

Materiales y equipo suministrados vendidos por separado

1 Instrumento MiSeqDx, n.? de catdlogo DX-410-1001

2 Kit TruSeq Index Plate Fixture, n.? de catdlogo FC-130-1005

3  Kit TruSeq Index Plate Fixture & Collar, n? de catélogo FC-130-1007

4 Tapoenes de recambio para el adaptador de indices, n® de catalogo DX-502-1003
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Ensayo de secuenciacién clinica dela fibrosis quistica MiSeqgDx™

Materiales y equipo necesarios no suministrados

Materiales y equipo de la preamplificacion
1 Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para una placa de 96 pocillos. El bloque de calor debe cumplir
con las especificaciones de rendimiento siguientes. Los bloques de calor con tapas calientes se pueden
utilizar.
~ Rango de temperatura: ambiente de 5 °C a 99 °C
— Regulacion de temperatura: + 0,1 °Ca 37 °C; £ 0,4 °Ca 60 °C

2 Incubadora de muestras: Se precisa una incubadora (horno de hibridacion). La incubadora debe cumplir con
las especificaciones de rendimiento siguientes:
- Rango de temperatura: Entre 10 °C y 100 °C
— Regulacion de temperatura: £ 0,2 °C

3 Centrifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 °C,. (Se
precisa una centrifugadora independiente en el drea de posamplificacién). Se admite cualquier centrifirgadora
de placas que alcanice las velocidades indicadas del protocolo {(de 280 a 2400 x g).

4 Pipetas de precisién: Se precisa un conjunto de pipetas de precisién. (Se precisa un conjunto independiente
en el drea de posamplificacién). Se precisa el uso de pipetas de precisién para garantizar la administracion
precisa de reactivo y muestra, Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran con
frecuencia y ofrecen precisién del 5 % del volumen indicado. !

5 Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.

- Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 ml de polipropileno o equivalente
NOTA: Asegiirese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.

~ Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 ml (placas MIDI)

— Recipiente de solucion de PVC sin ADNasa ni ARNasa {cubeta)

— Sello de pelicula de aluminio adhesiva

- Sello para placas de PCR adecuado

— Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Materiales y equipo de la posamplificacion

1 Ciclador térmico: Se precisa un ciclador térmico. El ciclador térmico debe tener una tapa caliente y cumplir
con las especificaciones de rendimiento siguientes:
— Rango de control de temperatura: Entre 4 °Cy 99 °C
-~ Precisién de control: + 0,25 °C de 35 °C a 99 °C

2 Agitador de microplacas: Se precisa un agitador de microplacas en el drea de posamplificacion del
taboratorio. Fl agitador de placas debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes:
— Velocidad de mezcla max.: 3000 rpm

- Rango de velocidad de mezcla: de 200 a 3000 rpm

3  Centrifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 °C. (Se
precisa una centrifugadora independiente en el 4rea de preamplificacidn). Se admite cualquier centrifugadora
de placas que alcance las velocidades indicadas del protocolo (de 280 a 2400 x g).

4 Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para tubos. El bloque de calor debe cumplir con las
especificaciones de rendimiento siguientes.
— Rango de temperatura: ambiente de 5 °C a 99 °C
— Regulacién de temperatura: + 0,1 °Ca 37 °C; £ 04 °Cae6d°C

5 Soporte magnético: Se precisa un soporte magnético para una placa de 96 pocillos. Se obtiene un mejor
resultado cuando los imanes se encuentran en un lado del soporte y no en la parte inferior.

6 Pipetas de precisién: Se precisa un conjunto de pipetas de precision. (Se precisa un conjunto independiente
en el drea de preamplificacién). Se precisa el uso de pipetas de precision para garantizar la administralcion
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Recopilacion, transporte y almacenamiento de muestras

b NOTA
“i' Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecdiosos.

1

Advertencias y precauciones

Li

BioSystems S.A. BIOSYSTEMS ¢

I N.° de referencia 15038344 Rev. A ESP . &w

precisa de reactivo v muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran gon

frecuencia v ofrecen precisién del 5 % del volumen indicado.
Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.
— Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 ml de polipropileno o equivalente
— Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 ml (placas MIDI)
NOTA: Asegurese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.
— Tubos conicos de 15 ml
— Tubos de microcentrifuga Eppendorf (recomendados con cierre de rosca)
— Gradillas de ocho tubos de PCR
— Recipientes de solucién de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
— Sellos de pelicula de aluminio adhesiva
- Sellos adhesivos para placas
-- Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Se pueden utilizar muestras de sangre total recogidas en tubos EDTA K, .

Las muestras de sangre total se pueden almacenar durante un maximo de siete dias a temperatura ambiente,

un maximo de 30 dias a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C 0 un méximo de 30 dias congeladas a una

temperatura de entre -25 °Cy -15 °C.
Es posible transportar sangre total durante un maximo de siete dias a temperatura ambiente, 30 dias a
temperatura de entre 2 °C y 8 °C 0 30 dfas congelada a una temperatura de entre 25 °Cy -15 °C. El

transporte de sangre total debe cumplir con la regulacién nacional, federal, estatal y local en materia de

transporte de agentes etioldgicos.

No se han observado efectos adversos en el rendimiento del ensayo al someter el ADN gendmico a seis ciclos

de congelacién y descongelacion.
No se han observado efectos adversos en el rendimiento del ensayo con muestras de sangre total con
presencia elevada de bilirrubina, colesterol, triglicéridos, EDTA o hemoglobina.

! FPRECAUCICN
Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a médicos u otros facultativos, o bajo
prescripcion de estos, que se encuentren autorizados en virtud de la legisladién del estado en el que
ejercen su profesidn para utilizar u ordenar la utilizacidn de este dispositiva.

Algunos componentes de este ensayo contienen formamida, una amida alifatica que es una toxina

reproductiva probable. (Consulte Reactivos en la pégina 7 para obtener mas informacién). Evite su inhalacién
0 ingestién, o el contacto con la piel o los ojos, pues podrian producirse lesiones. Deseche los contenedores y

los contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para ob
més informaci6n, péngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Hlumina.
Algunos componentes de este ensayo contienen 2-mercaptoetanol, un agente reductor. (Consulte Renclis
la pagina 7 para obtener més informacion). Evite su inhalacién o ingestion, o el contacto con la piel ©

tener

s en
0Ss

ojos, pues podrian producirse lesiones. Utilicelo en un drea bien ventilada y deseche los contenedores y los

contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obteng
informacién, péngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Illumina.
Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.
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El incumplimiento de los procedimientos descritos puede provocar resultados erréneos o una reduccion

considerable de la calidad de las muestras.
Tenga en cuenta las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba ni

fume

en las zonas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables y batas de laboratorio para la manipulacién
de muestras y reactivos del ensayo. Lavese bien las manos tras la manipulacién de muestras y reactivos del

ensayo.

No utilice los componentes del ensayo una vez alcanzada la fecha de caducidad indicada en la etiqueta de la
caja del ensayo. No intercambie los componentes del ensayo de lotes de ensayo distintos, Tenga en cuenta

que los lotes de ensayo se identifican con la etiqueta de la caja del ensayo.

Almacene los componentes del ensayo a la temperatura especificada en las areas de preamplificacion y

posamplificacidn designadas.

a la integridad del ensayo.

Los ciclos de congelacion y descongelacion repetidos (hasta seis) de los componentes de la caja T no ai[ctarén

Para evitar la degradacion de las muestras o los reactivos, asegurese de que todos los vapores de hipocloruro

sédico se hayan disipado completamente antes de iniciar el protocolo.

Se precisa seguir practicas de laboratorio adecuadas y procedimientos dptimos en materia de higiene en

laboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminacion de reactivos, instrumentos
muestras de ADN gendmico. La contaminacion mediante PCR puede arrojar resultados poco precisos
fiables.

]

Para evitar la contaminacién, asegirese de que las 4reas de preamplificacion y posamplificacion dispongan
de equipos especializados (tales como pipetas, puntas de pipetas, mezcladores vorticiales y centrifugadoras).
Evite la contaminacién cruzada, Utilice puntas de pipeta nuevas entre muestras y dispensacion de reactivos.
Mezcle las muestras con una pipeta y centrifugue la placa cuando se indique. No agite las placas. El uso de

puntas resistentes a los aerosoles reduce el riesgo de contaminacion de restos de amplicones y de
contaminacidn cruzada entre muestras.
El emparejamiento de muestras de indice debe coincidir exactamente con la hoja de muestras. Las

incoherencias entre la hoja de muestras y la disposicién de placas provocara la pérdida de identificacién de

muestras positivas y la generacion de informes con resultados incorrectos.

Para el procedimiento de lavado, prepare siempre una solucion nueva con etanol al 80 %. El etanol puede

absorber agua del aire y afectar a los resultados.
Aseglirese siempre de eliminar el etanol del fondo de los pocillos durante el procedimiento de lavado.
restos de etanol pueden afectar a los resultados.
Cumpla el tiempo de secado especificado siguiendo el paso relativo al soporte magnético para garanti

evaporacién completa. Los restos de etanol pueden afectar al rendimiento de las reacciones posteriores.

Los

zal una

No mezcle Grupo de oligonuclestidos del ensayo de secuenciacién clinica de fibrosis quistica y Tampon de

hibridacién para el almacenamiento. Al combinarse, el Grupo de oligonucledtidos del ensayo de
secuenciacion clinica de fibrosis quistica se vuelve inestable incluso si se almacena congelado.
No se recomienda el uso de cicladores térmicos con refrigeracion activa (por ejemplo, efecto Peltier,

refrigeracién termoeléctrica) para el paso de hibridacion. El paso de refrigeracién pasiva es fundamental para

una hibridacion éptima.

Afiada siempre Polimerasa de PCR a la Mezcla maestra de PCR justo antes de su uso. Nunca almacene la

solucién de trabajo combinada.

Durante el paso de normalizacién de bibliotecas, es muy importante resuspender por completo el pellet de las

bolas de la biblioteca. Esto resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogénea en la
de flujo de MiSeqDx.

celda

Cumpla los tiempos de incubacién especificados en el paso de normalizacién de bibliotecas. Una incubacion

inadecuada puede afectar a la representacién de bibliotecas y la densidad de grupos.
Debido al nimero de transferencias de placas y al potencial de contaminacién consiguiente, se debe p

restar

especial atencién para garantizar que el contenido de los pocillos permanezca completamente en el pacillo.

Evite las salpicaduras de contenido.
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Ensayo de secuenciacian clinica de la fibrosis quistica MiSegDx™

23 La recomendacion de entrada de ADN de 250 ng permite ]a variacién en la cantidad de ADN. Este nivel de
entrada detertnina el rendimiento del ensayo.

Notas del procedimiento

1 Tlumina precisa la inclusién de una muestra de ADN de control positivo y un control negativo (NTC ¢
control sin plantilla} en cada experimento, que se define como un conjunto de muestras procesadas en
paralelo. La muestra de ADN de control positivo debe contar con unas caracteristicas bien definidas con una
0 mas variantes de CFTR conocidas. llumina recomienda el uso de un control salvaje. El control salval]'e se
debe procesar como muestra y no debe sustituir al control positivo o negativo.

2 Antes de iniciar el Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx, extraiga y cuantifique el
ADN.

3 Se puede utilizar cualquier método de extraccién de ADN validado.

4 Cuantifique el ADN con un espectrémetro. Verifique que A260/A280 de la muestra de ADN sea superior a
1,5. Normalice la muestra de ADN a 50 ng/ul. Cada muestra requiere 5 ul de ADN gendmico (total de
250 ng).

Produccion de muestras y representacion de indices

Para el Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de llumina, la produccién de muestras por
experimento de MiSeqDx es de ocho muestras. Los cebadores de indice utilizados durante la amplificaciéon PCR se
deben elegir en funcién del rendimiento final de muestras que se desee con el fin de garantizar la diversidad de la

secuencia de indice,
MiSeqDx utiliza un LED verde para secuenciar bases G/T y un LED rojo para secuenciar bases A/C. En cada ciclo, se
debe leer, al menos, uno de los dos nucledtidos de cada canal de color para garantizar un registro adecuado, Resulta
importante mantener el equilibrio de colores de cada base de la lectura de indice que es objeto de secuenciacion, ya

que, de lo contrario, se podria producir un error de registro durante la secuenciacién de la lectura del indice.
Utilice el siguiente conjunto minimo de indices con equilibrio de color para los experimentos de secuenciacion) de
ocho muestras:

Tabla 11 Combinadiones de cebadores de indice para experimentos de secuendacién de ocho muestras

Cebador de indice 1 Cebador de indice 2 Cebador de indice 10,
(A701) (A702) {A710)

Cebador de indice C Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

{A503)

Cebador de indice D Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6

(AL04)

Cebador de indice E Muestra 7 Muestra § -

(A505)

$i no se dispone de seis muestras Gnicas (excluidos los controles positivos y negativos), es aceptable llenar el
experimento con duplicados de cualquier muestra de ADN genémico humano.

Instrucciones de uso

Preparacion de la hoja de muestras de MiSeqDx

1 En la pantalla Welcome (Bienvenida) del Gestor de la lista de trabajos de lllumina WM), seleccione Create
Worklist (Crear lista de trabajo).

2 En el campo Test Type (Tipo de prueba), seleccione Ensayo de secuenciacion clinica de FQ.

3 En el campo Worklist Name (Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre para la hoja de muestras.

/
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Introduccion de informacion de la muestra
En la ficha Table (Tabla) o Plate (Placa), introduzca la siguiente informacién de cada pocillo de muestra:

1

5

Hibridacian de grupo de oligonucledtidos

Pre
1

U1 s W

Procedimiento
1
2

3
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— S se usa el ID alfanumérico del cddigo de barras del cartucho de reactivo para el nombre de la hoja de

muestras, Software operativo de MiSeq (MOS) encontrard la hoja de muestras automaticamente.
— i se asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el botén Browse (Examinar) de So
operativo de MiSeq (MOS) para localizar la hoja de muestras correspondiente.
[Opcional] Escriba una descripcién para identificar el experimento.
Asegurese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento.
Seleccione Next (Siguiente).

a Sample ID (ID de muestra): Introduzca un [D de muestra unico.

b Index 1 (Indice 1) e Index 2 {indice 2): Especifique el adaptador de {ndices que se utilizard para cada

lectura del indice.
[Opcional] Para registrar informacion mas detallada sobre las muestras, introduzea un nombre y una
descripcidn de la muestra.
IOpcional] Para identificar controles en la placa, seleccione Negative (Negativo) o Positive (Positivo) en
menu desplegable Control (Control).
Vaya a la ficha Plate Graphic (Grafico de placa) y utilice la opcién Capy to Clipboard (Copiar al
portapapeles) o Print (Imprimir) para capturar una imagen de la placa de muestras.
Seleccione Finish (Finalizar).

paracion

are

el

Deje que el Grupo de oligonucledtidos del ensayo de secuenciacion clinica de fibrosis quistica, el Tampon de

hibridacion, las muestras de ADN gendmico y la muestra de control positivo alcancen la temperatura
ambieite,

Agite el Grupo de oligonucledtidos del ensayo de secuenciacién clinica de fibrosis quistica y el Tampén
hibridacién con fuerza para asegurarse de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo y,
continuacién, centrifugue brevemente los tubos para recoger el liquido.

Caliente un blogue de calor de 96 pocillos a 95 °C.

Precaliente una incubadora a 37 °C.

Cree la placa de muestras de acuerdo con el grafico de placa impreso con el IWM.

Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos {en adelante, placa HYB).

de

Afiada 5 ul de muestra o control a 50 ng/ul (250 ng total) en los pocillos correspondientes de la placa HYB.

Siga la disposicién de placas generada para una seleccidn correcta de los pocillos.

Afiada 5 pl de Grupo de oligonucledtidos del ensayo de secuenciacién clinica de fibrosis quistica en todos los

pocillos que contienen ADN gendmico.

Afiada 40 pl de Tampén de hibridacién en cada muestra de la placa HYB. Pipetee con cuidado arriba ¥ abajo

entre tres y cinco veces para mezclar,

Selle la placa HYB y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

Coloque la placa HYB en el bloque precalentado a 95 °C e inctibela durante un minuto.

Reduzca la temperatura del bloque de calor a 40 °C y s{galo incubando hasta que alcance los 40 °C
{(aproximadamente, unos 80 minutos).

Para una hibridacién adecuada es fundamental una refrigeracién gradual; por lo tanto, no se recomiendan

los cicladores térmicos para PCR con refrigeracién activa (por ejemplo, efecto Peltier o refrigeracién
termoeléctrica) para este proceso.
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Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™ —

Py PUNTQ DE DETENCION DE SEGURIDAD
%{w F Cuando el bloque de calor alcanza 40 °C, la placa HYB permanece estable a 40 °C durante dos horas.

Eliminacion de oligonucledtidos sin ligar

Preparacion
1 Deje que la Mezcla de extensién-ligadura, el Tampdn de lavado restrictivo y el Tampon de lavado universal
alcancen la temperatura ambiente y, a continuacion, agite brevemente,
2 Monte el conjunto de la unidad de la placa del filtro (en adelante, FPU} desde la parte superior hasta lg parte
inferior: tapa, placa del filtro, collar adaptador y placa MIDL '
3 Realice un lavado previo a la membrana de la placa del filtro como se indica a continuacion:
a Afada 45 ul de Tampén de lavado restrictivo en cada pocillo.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.

Procedimiento
1 Retire la placa HYB del bloque de calor y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.
2 Transfiera el volumen integro (aproximadamente 53 ul) de cada muestra a los pocillos correspondientes de la
placa del filtro.
3 Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.
4 lavela placa del filtro como se indica a continuacién:
a Anada 45 pl de Tampén de lavado restrictivo en cada pocillo de muestra.
b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x ga 20 °C durante cinco mintitos.
5 Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior.

b NOTA ‘
“’V Si el tampdn de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a 2400 x g a 20 °C hasta que
haya pasado todo el liquido (unos cinco o diez minutos adicionales).

6 Deseche todo el flujo (que contiene formamida) recogido hasta este punto y, a continuacion, vuelva a montar
la FPU.

7 Afiada 45 pl de Tampén de lavado universal en cada pocillo de muestra.

$ Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 *C durante diez minutos.

NOTA

Asegurese de que se haya drenado todo el liquido tras el centrifugado. Repita el centrifugado en caso
necesatio.

Extension-ligadura de oligonucledtidos ligados

Procedimiento

1  Afada 45 ul de Mezcla de extensién-ligadura en cada pocillo de muestra de la placa del filtro.
2 Sellela placa del filtro con pelicula de aluminio adhesiva y, a continuacion, ctibrala con la tapa.
3 Incube la FPU en la incubadora precalentada a 37 °C durante 45 minutos.

Amplificacion PCR

Preparacion
1 Prepare NaOH 0,05 N nuevo. j
7 Determine los cebadores de indice que se deben utilizar de acuerdo con la impresion del gréfico de la placa
del Gestor de la lista de trabajos de lllumina.
3 Deje que la Mezcla maestra de PCR y los cebadores de indice adecuados alcancen la temperatura ambjente.
N Agite cada tubo descongelado para mezclarlo y, a continuacion, centrifugue brevemente los tubos.
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Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx '

4 Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa AMP),
5  Anada cebadores de indice a la placa AMP de acuerdo con la hoja de muestras siguiente:
a  Afiada 4 pl de cebadores de indice C {A503), D (A504) y E (A505) a los pocillos correspondientes en una
columna de la placa AMP.
b Deseche los tapones blancos originales y coloque tapones blancos nuevos,
¢ Afiada 4 pl de cebadores de indice seleccionados 1 (A701), 2 (A702} y 10 (A710) a los pocillos
correspondientes en una fila de la placa AMP. Se deben cambiar las puntas después de cada fila paya
evitar la contaminacion cruzada enire indices.
d Deseche los tapones naranjas originales y coloque tapones naranjas nuevos,
6 Prepare la solucién de trabajo de PCR de Mezcla maestra de PCR/Polimerasa de PCR tal y como se inglica a
continuacion:
a Afiada 5,6 pl de Polimerasa de PCR a 280 ul de Mezcla maestra de PCR.
b Invierta la solucién de trabajo de PCR preparada 20 veces para mezclatla.

Procedimiento
1 Retire la FPU de la incubadora y, a continuacién, retire el sello de pelicula de aluminio.
2 Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante dos minutos.
3 Afada 25 ul de NaOH 0,05 N en cada pocillo de muestra en la placa del filtro. Pipetee NaOH arriba y; abajo
cinco o seis veces.
Cubra e incube la placa del filtro a temperatura ambiente durante ¢inco minutos.
Mientras la placa del filtro se incuba, transfiera 22 pl de fa solucién de trabajo de PCR a cada pocillo de la
placa AMP que contiene cebadores de indice.
6 Transfiera muestras eluidas desde el filtro hasta la placa AMP como se indica a continuacion:
a Pipetee las muestras en la primera columna de la placa del filtro arriba y abajo cinco o seis veces.
b Transfiera 20 ul desde la placa del filtro a la columna correspondiente de la placa AMP.
¢ Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco o seis veces para combinar bien el ADN con la solucién d
trabajo de PCR.
d  Transfiera las columnas restantes desde la placa del filtro a la placa AMP de una manera similar. |Se
deben cambiar las puntas después de cada columna para evitar la contaminacién cruzada entre indices y
wuestras.
Selle la placa AMP y aseguirela con un rodillo de goma.
8 Centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.
9  Transfiera la placa AMP al area de posamplificacion.
10 Realice el proceso de PCR siguiendo este programa en un ciclador térmico:
w95 °C durante 3 minutos
— 25 ciclos de:
— 95 °C durante 30 segundos
— 62 °C durante 30 segundos
— 72 °C durante 60 segundos
~ 72 *C durante > minutos
— Mantenga la temperatura a 10 °C
PUNTCO DEDETENCION DE SEGURIDAD

XI'F Sinose procede de manera inmediata a la limpieza de PCR; la placa AMP puede permanecer en el dclador
térmico toda la noche o se puede almacenar a una temperatura de 2 °C a 8 °C hasta 48 horas.

A

o

[¢+]

~1

Limpiezade PCR

Preparacion
1 Deje que Bolas de limpieza de PCR alcance la temperatura ambiente.
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Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™
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Prepare una solucidn nueva con etanol al 80 % a partir de una solucién de etanol absoluta.

Centrifugue la placa AMP a 1000 » g a 20 °C durante un minuto.
Disponga una nueva placa MIDI (en adelante, placa CLP).

Invierta las Bolas de limpieza de PCR 10 veces. Agite con vigor y, a continuacidn, invierta 10 veces mds.

Inspeccione visualmente la solucidn para garantizar que las bolas estan resuspendidas.
Aftada 45 ul de Bolas de limpieza de PCR en cada pocillo de 1a placa CLP.

Transfiera todo el producto de PCR de la placa AMP a la placa CLP.

Selie la placa CLP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos.
Incube a temperatura ambiente sin agitar durante 10 minutos.

Coloque Ja placa en un soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el sobrenadante se

distinga con claridad.

Con la placa CLP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

Con la placa CLP en el soporte magnético, lave las bolas tal y como se indica a continuacion:

a  Afiada 200 pl de etanol al 80 % recién preparado en cada pocillo de muestra.

b Incube la placa en et soporte magnético durante un minimo de 30 segundos o hasta que el sobren?
se distinga con claridad.

¢ Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior.

Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracion de pipeteo a 20 ul para extraer el exceso de etanol.

Retire la placa CLP del soporte magnético y deje secar las bolas durante 10 minutos.
Afada 30 pl de Tampdn de elucién en cada muestra y, a continuacién, agite brevemente.

dante

Selle la placa €LP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos. Tras agitar,

verifique si las muestras se han resuspendido. En caso contrario, repita este paso.

Incube a temperatura ambiente durante dos minutos.

Coloque la placa CLP en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el
sobrenadante se distinga con claridad.

Disponga una nueva placa MIDI {en adelante, placa LNP).

Transfiera 20 1 del sobrenadante de la placa CLP a la placa LNP,

[Opcional] Transfiera los 10 pl de sobrenadante restante de la placa CLP a una nueva placa y asigne tina

etiqueta a la placa que incluya un nombre de experimento y la fecha. Almacene la placa a una tempere

tura

de entre 25 °C y -15 °C hasta la finalizacién del experimento de secuenciacién y el analisis de los datgs. Los

productos de PCR limpios se pueden utilizar con fines de solucién de problemas en caso de que se
produzcan fallos en las muestras.
PUNTQDE DETENGION DE SEGURIDAD

WF Si se detiene en este punto, selle la placa LNP y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.
pr | La placa permanece estable hasta tres horas aentre 2 °Cy 8 °C.

Prepare NaOH 0,1 N nuevo.
Deje que el Diluyente de normalizacin de bibliotecas, las Bolas de biblioteca y el Lavado de normaliza
de bibliotecas alcancen la temperatura ambiente.
Agite el Diluyente de normalizacién de bibliotecas con vigor y aseguirese de que todos los precipitados
hayan disuelto por completo.
Agite las Bolas de biblioteca con vigor durante un minuto invirtiéndolas de manera intermitente hasta
las bolas se resuspendan y no quede pellet en el fondo del tubo cuando este se invierte.
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Mezcle el Diluyente de normalizacion de bibliotecas y las Bolas de biblioteca en un tubo nuevo de 1,5 ml
come se indica a continuacion:

a Afiada 394 pl de Diluyente de normalizacién de bibliotecas.

b Pipetee las Bolas de biblioteca arriba y abajo 10 veces para resuspender.

- NOTA
NV Resulta muy importante resuspender completamente el pellet de las bolas de la biblioteca del fondo
del tubo. Si utiliza una F1000, se aseguraré de que las bolas queden resuspendidas de manera
homogénea y de que no quede masa de bolas en el fondo del tubo. Esto resulta fundamental para
lograr una densidad de grupos homogénea en la celda de flujo.

¢ Pipetee 72 ul de Bolas de biblioteca en el tubo que contiene Diluyente de normalizacion de bibliotecas.
d Déla vuelta al tubo entre 15 y 20 veces para mezclar el contenido.

Afiada 45 pl de la solucién de trabajo de Diluyente de normalizacién de bibliotecas/Bolas de biblioteca
combinada en cada pocillo de la placa LNP que contiene bibliotecas.

Selle la placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.

Coloque la placa en un soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el sobrenadante se

distinga con claridad.

Con la placa LNP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

Retire la placa LNP del soporte magnético y lave las bolas con el Lavado de normalizacitn de bibliotecas

como se indica a continuacion:

a Afada 45 pl de Lavado de normalizacion de bibliotecas en cada pocillo de muestra.

b Selle la placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.

¢ Coloque la placa en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el
sobrenadante se distinga con claridad.

d Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

Repita el procedimiento de lavado de normalizacién de bibliotecas tal y como se describe en el paso anterior.
Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracién de pipeteo a 20 ul para extraer el exceso de Lavado de

normalizacién de bibliotecas.
Retire la placa LNP del soporte magnético y afada 30 ut de NaOH 0,1 N en cada pocillo.
Selle la placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.

Durante los cinco minutos de elucién, disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa

5GP},
Afada 30 ul de Tampén de almacenamiento de biblioteca a cada pocillo que se debe utilizar en la placa
SGP.

Tras la elucién de cinco minutos, asegirese de que todas las muestras de la placa LNP estén resuspendidas

por completo. St las muestras no estan completamente resuspendidas, pipetee con cuidado las muestras
arriba y abajo o golpee ligeramente la placa contra la mesa para resuspender las bolas y, a continuacion,
agite cinco minutos mas.

Coloque Ia placa LNP en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos.
Transfiera el sobrenadante de la placa LNP a la placa SGP. Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco veces
para mezclar.

Selle la placa SGP y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

PUNTO DE DETENGION DE SEGURIDAD

ok
L Sino se procede de manera inmediata a la agrupacion de bibliotecas y la consiguiente secuenciacion en
MiSeqDx, almacene la placa SGP scllada a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C hasta tres dias.

BIOSYSTEMS s.A,
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Agrupacion de bibliotecas

20

Preparacion para agrupacion de bibliotecas

1
2

3

Preparacion de una dilucién nueva de NaOH

2

Desnaturalizacién y dilucion de Control interno PhiX

1

G W

Preparacion del cartucho de reactivo

1

Inspeccion del cartucho de reactivo
1 Invierta el cartucho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados y, a continuacids

N .° de referencia 15038344 Rev. AESP
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Caliente un bloque de calor apto para tubos de centrifuga de 1,5 ml a 96 °C.
En una hielera, prepare un bafio de agua con hielo. Enfrie el Tampén de dilucién de biblioteca en el b
agua con hielo,

Empiece a descongelar el cartucho de reactivo de MiSegDx.

El uso de una solucién nueva de NaOH diluida es esencial para desnaturalizar completamente las

T‘j—“ FRECAUGION
o muestras para la generacién de grupos en MiSeqDx.

Combine los volimenes siguientes en un tubo de microcentrifuga:
— Agua sin ARNasa ni ADNasa (900 pl)

— Preparado de NaOH 1,0 N (100 ul)

Invierta el tubo varias veces para mezclar.

Combine los siguientes volimenes para diluir 1a biblioteca de Control interno PhiX a 2 nM:
Biblioteca de Control interno PhiX de 10 nM (2 1)

— 1 tampoén TE (8 pl)

Combine los siguientes voltiimenes para que dé como resultado una biblioteca de Control interno Phil

1 nM:

— Biblioteca de Contro! interno PhiX de 2 nM (10 ul)

— NaQH 0,1 N (10 pu)

Agite brevemente para mezclar la solucién de la biblioteca de Control interno PhiX de 1 nM.

Centrifugue la solucién de plantilla a 280 x g a 20 °C durante un minuto.

Incébela durante 4,5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la biblioteca de Control int

PhiX en cadenas individuales.

afio de

 de

erno

Afiada el siguiente volumen de Tampén de dilucion de biblioteca previamente refrigerado en el tubo que

contiene la biblioteca de Control interno PhiX desnaturalizada para obtener una biblioteca de Control
PhiX de 20 pM.

Biblioteca de Control interno PhiX desnaturalizada (20 ul)
— Tampdn de dilucién de biblioteca enfriado previamente (980 ul)

interno

Descongele el Cartucho de reactivo de MiSeqDx: Ensayo de secuenciacion clinica de FQ con un bafio de agua

con suficiente agua desionizada a temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho de
hasta la linea de agua impresa en este. Tenga en cuenta que el agua no debe sobrepasar la linea de n
maximo de agua.

Descongele el cartucho de reactivo en el bafio de agua a temperatura ambiente durante aproximadam
una hora o hasta que se haya descongelado por completo.

Saque el cartucho del bafo de agua y dé unos suaves toques en la mesa para que el agua salga de la

reactivo
vel

ente

base del

cartucho. Seque la base del cartucho. Asegurese de que no haya salpicaduras de agua en la parte superior del

cartucho de reactivo.

compruebe visualmente que todas las posiciones estén descongeladas.

1,

if de 2014

ANELA
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Preparacion de muestras para secuenciacion

1

- RRSCR V]

i+

10
11
12
13
14

15

16

Carga de bibliotecas de muestras en cartuchos

1

2
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4 NOTA
-'V Es esencial que los reactivos del cartucho estén completamente descongelados y mezclados para garantjzar

una correcta secuenciadon.

Inspeccione visualmente el reactivo de la posicién 1 para asegurarse de que se haya mezclado
completamente y no presente precipitados.
Golpee suavemente el cartucho en la mesa para reducir las burbujas de aire en los reactivos.

b ] NOTA
ﬂ’ Los tubos del dispensador de MiSeqDx acceden al fondo de cada depésito para aspirar los reactivos, de
que resulta importante que estos no presenten burbujas de aire.

Cologue el cartucho de reactivo en hielo o almacénelo a una temperatura de entre 2 °Cy 8 °C (hasta s
horas) hasta que esté listo para configurar el experimento. Para obtener unos resultados optimos, proc
directamente con la carga de la muestra y la configuracion del experimento.

Deje que el Tampén de dilucién de biblioteca alcance la temperatura ambiente. Agite el Tampén de di
de biblioteca y aseglirese de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo.
Si la placa SGP se ha almacenado congelada, descongélela a temperatura ambiente.
Centrifugue la placa SGP a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo PAL).

Si la placa SGP se ha almacenado congelada, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar pipeteant
arriba y abajo entre tres y cinco veces.

modo

eis
eda

lucion

10

Transfiera 5 ul de cada biblioteca que se deba secuenciar de la placa SGP a una gradilla de ocho tubos de

PCR. Selle la placa SGP con un sello adhesivo para placas y resérvela.

1 NOTA
«-,V Tras su uso, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C, La placa SGP sell
permanece estable hasta tres dias.

ada

Combine y transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL. Mezcle bien el tubo PAL

agitandolo.
Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo DAL).
Afiada 585 ul de Tampén de dilucién de biblioteca en el tubo DAL.

Afiada 6 pl de 20 pM de Control interno PhiX en el tubo DAL. Pipetee arriba y abajo entre tres y cinco veces

para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa,
Transfiera 9 pl de PAL al tubo DAL que contiene Tampdn de dilucién de biblioteca. Pipetee arriba y a
entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.
Mezcle la DAL agitando el tubo tan rapido como pueda. |
Centrifugue el tubo DAL a 1000 x g a 20 °C durante un minuto. |
Tncube el tubo DAL en un bloque de calor a 96 °C durante dos minutos.

Tras la incubacidn, invierta el tubo DAL una o dos veces para mezclar y, a continuacién, coléquelo
inmediatamente en el bafio de agua con hielo.

Mantenga el tubo DAL en el bafio de agua con hielo durante cinco minutos.

bajo

Utilice una punta de pipeta de 1 ml independiente, limpia y vacia para petforar el sello metélico situado por

encima del depdsito del cartucho de reactivo etiquetado como Load Samples (Carga de muestras).
Pipetee 600 ! de las bibliotecas de muestra en el depésito Load Samples {Carga de muestras). roced
cuidado para evitar tocar el sello metalico al dispensar la muestra.

acon

Compruebe la presencia de burbujas de aire en el depdsito tras la carga de muestras. En caso de que haya

burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas.

BICSYSTEMS
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Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

3 Contintie directamente con los pasos de configuracién del experimento con la interfaz de Software operativo
de MiSeq (MOS).

Interpretacion de resultados

El Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina se ha disefiado para secuenciar|todas
las regiones de codificacién de protefnas del gen CFTR en los 27 exones, entre 5y 30 bases de secuencia intrénica adya-
cente, aproximadamente 100 nt de secuencia adyacente en las regiones no traducidas 5 y 3, v dos mutaciones intrd-
nicas profundas (1811+1.6kbA>G y 3489+10kbC>T). Las regiones exactas secuenciadas se enumeran en la Tabla 2,
Asimismo, el ensayo notifica acerca de la variante Poli-TG/Poli-T y dos deleciones de gran tamario (CFTRdele23 y
CFTRdele22,23).
1  El informe del ensayo enumera el genotipo y los nombres de las muestras de cada variante detectada jpara
una muestra.
— La coordenada gendémica, el nombre de ADNc¢ de la sociedad de variacion del genoma humano (fluman
Genome Variation Society [HGVS)) y el nombre de la proteina (si estuviera disponible) se notifican para
cada variante.
— El tipo de variante se identifica como variante de nuciestido tnico (SNV), variante de delecidn/insercion
(DIV), variante Poli-TG/Poli-T (Poli-TG/Poli-T) o delecién de gran tamafio (DEL).
— La llamada de genotipo, tanto heterocigdtico como homocigético, se puede deducir de la informacion de
la base de referencia, que proporciona la secuencia de referencia en dicha coordenada gendmica, y dela
descripcién del resultado, que proporciona los dos alelos de la posicién gendmica en la muestra. Por
gjemplo, si la referencia es Gy el resultado es A/G, esto indica un cambio G>A en dicha coordena da
genémica y que el genotipo es heterocigtico para el alelo de la variante. Del mismo modo, si la
referencia es G y el resultado es T/T, esto indica un cambio G>T en dicha coordenada gendmica y|que €l
genotipo es homocigdtico para el alelo de la variante.
— La profundidad de la secuenciacién en la posicion de la variante se proporciona en el campo Depth
(Profundidad) y la frecuencia alélica en la seccién Frecuencia.
2 Elinforme del ensayo proporciona informacién sobre los indices de llamada de muestras para cada ruestra.
El indice de llamada se calcula dividiendo el nimero de regiones/posiciones de variantes que satisfacen un
umbral de valor de confianza predefinido entre las regiones/posiciones totales analizadas.
— La coordenada gendmica de cualquier posicion o regién cuyo valor de confianza se encuentra por debajo
del umbral se enumera de forma independiente en la seccién Coordenadas no llamadas. Los usuarios
deben evaluar las posiciones no llamadas con informacién relevante sobre las variantes para identificar
variantes que es posible que no se hayan identificado y sus frecuencias de poblacién correspondientes
con el fin de determinar si se debe repetir la muestra.
3 El resultado de una muestra solamente se considera véalido si el indice de llamada es igual o superios al
99 %, Si el indice de llamada es inferior al 99 %, el resultado serd Fail (No apto) y la muestra se tendra que
repetir.
4 Se recomienda que el usuario verifique las variantes que no se encueniren en lo que se valida en el estudio de
precisién (consulte Precisidn en la pagina 24) con un método de referencia validado antes de notificar el
primer resultado del paciente con dichas variantes.
NOTA: Se debe tener en cuenta la ordenacién de haplotipos cuando se detectan dos 0 méas variantes.
5 Todas las interpretaciones de las variantes las debe realizar un genetista molecular clinico certificadoio
equivalente de acuerdo con los procedimientos y las directrices locales." Entre las posibles referencias de
interpretacién se incluyen, entre otras, las siguientes: la base de datos del CFTR2'21, el articulo de Sosnay'?,
Tas directrices de la ACMG de 20041 y la opinién del comité ACOG de 20112
Si desea obtener informacién sobre el calculo y la presentacién de los resultados, © 51 desea obtener una
descripcion del contenido del informe del archivo de texto, consulte Guia del usuario de MiSeq Reporter| (n. de
referencia 15038356_ESP).

22 l N.° de referencia 15038344 Hev. A ESP dé 2014
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Procedimientos de control de calidad

Las

El especialista en genética puede utilizar el software MiSeq Reporter para introducir un valor de
interpretacién correspondiente a cada variante notificada en una muestra con un mena desplegable. Las
opciones de los valores de interpretacién son las siguientes: variante causante de la fibrosis quistica,
mutacién de consecuencia clinica variable, mutacién de relevancia desconocida o variante que no causa la

fibrosis quistica. El valor introducido se incluira en el archivo de resultados y se mostrard en la columna de
interpretacién del informe del ensayo de secuenciacion clinica.

précticas recomendadas de laboratorio dictan que se debe evaluar el material de control para detectar diferencias

en el procesamiento de la sangre y los procedimientos técnicos en el laboratorio del usuario que podrian conllevar

una variabilidad significativa en los resultados.

1

/L’@éﬂ 10 Diez Dra/
Apoderado '
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Controles positivos: Se requiere una muestra de ADN de control positivo en cada experimento. La muestra de
ADN de control positivo debe contar con unas caracteristicas bien definidas con, al menos, una variante de
CFTR® conocida. Ilumina recomienda el uso de controles positivos rotatorios de acuerdo con las directrices y
normativas técnicas de 2008 de la ACMG para las pruebas de mutacién de la fibrosis quistica'® y las ‘
normativas de los laboratorios clinicos de 2013 de la ACMG para la secuenciacién de préxima generacién.””
La muestra de control positivo debe generar el genotipo previsto. Si el control positivo genera un genotipo
distinto al previsto, es posible que se haya producido un error en el seguimiento de las muestras o qué los
cebadores de indice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe repetir todo el ensayo desde la
preparacién de bibliotecas.

Control negativo (sin muestra/sin ADN): Se requiere el uso de un control negativo (sin muestra/sin ADN) en
cada experimento para detectar posibles casos de contaminacién. Fl indice de llamada correspondiente al
control negativo debe ser inferior al 10 %. Si un control negativo genera un indice de llamada superioi‘ al
10 %, es posible que se haya producido contaminacion durante el procesamiento del ensayo. El ensayo se
considera erréneo y, por lo tanto, se debe repetir todo el ensayo desde la preparacion de bibliotecas.
Control salvaje: Se recomienda una muestra de control de ADN salvaje en cada experimento. La muestra de
control salvaje debe ser una muestra con caracteristicas bien definidas que no contenga ninguna varidnte de
CFTR. La muestra de control salvaje debe generar el genotipo previsto. 5i el control salvaje genera un
genotipo distinto al previsto, es posible que se haya producido un error en el seguimiento de las muestras o
que los cebadores de indice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe repetir todo €l ensayo desde la
preparacién de bibliotecas.

Antes del uso inicial de este producto en el laboratorio del usuario, se debe verificar el rendimiento d

ensayo realizando una prueba de varias muestras positivas y negativas con caracteristicas de rendimiento
conocidas.

Se deben satisfacer todos los requisitos de control de calidad en virtud de la regulacion local, estatal o federal,
o en virtud de los requisitos de acreditacion.

N.° de referencia t
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Caracteristicas de rendimiento
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Precision
La precisién del Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de lllumina se determind mediante la evaluacion de 500 muestras con repre-
sentacion de una amplia diversidad de variantes de CFTR de cuatro fuentes distintas. La fuente principal de los datos de la precision fue un estudio de precisién

clinica que se llevé a cabo con un panel de 366 muestras. La mayoria de muestras (n = 355) eran muestras clinicas de ADNg archivadas y andénimas aisladas de san~
gre humana. Las 11 muestras restantes se obtuvieron a partir de muestras de estirpes celulares comercializadas.

Los datos de este estudio se complementaron con datos de precisién de 68 muestras de estirpes celulares evaluadas en el estudio de reproducibilidad, 14 muestras
clinicas del estudio analitico de evaluacién de métodos de extraccién y 52 muestras de plasmidos sintéticos. Los plasmidos sintéticos se diseniaron para incluir el
contexto genémico de las variantes excepcionales y contenian entre una y diez variantes en la misma construccién. Se linealizaron, se diluyeron con nimeros de
copia equivalentes de ADNg y se mezclaron con muestras de ADNg humano de genotipo salvaje en mimeros de copia equivalentes para imitar una muestra hete-
rocigodtica.

Para el Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx, se compararon un total de 5206 posiciones con los métodos de referencia de secuenciacién
bidireccional de Sanger y las pruebas de PCR. Los resultados de genotipado correspondientes a las posiciones de insercion y delecion de pequefio tamaiio y de
SNV, incluida la region Poli-TG/Poli-T, se compararon con los analisis de secuenciacién bidireccional de Sanger.

Se utilizaron dos ensayos basados en PCR validados como método de referencia para las dos deleciones de gran tamafio del panel. En cada ensayo de PCR doble se
emplearon dos conjuntos de cebadores para discriminar entre genotipos homocigéticos, heterocigoticos y salvajes. Uno de los conjuntos de cebadores se disefié para
flanquear los valores criticos de delecién, mientras que el otro amplificaba una regién interna de la delecién, Los dos productos se detectaron por la separacidn de
tamario en gel de agarosa. Los ensayos de PCR se validaron con un panel de 28 muestras en total (22 muestras por cada delecién) que constaba de muestras de ADN
genémico derivado de sangre y estirpes celulares y plasmidos sintéticos, que comprendian los genotipos homocigdticos, heterocigoticos y salvajes de cada delecion
de gran tamario. Los ensayos de PCR confirmaron una especificidad y reproducibilidad del 100 % para todas las muestras analizadas mediante la evaluacién de los
productos de PCR en gel de agarosa. La precisién de los ensayos de PCR se confirmé con secuenciacion de Sanger y demostré ser del 100 % para todas las mues-
tras.

La precisién para cada genotipo se determiné a través de tres medidas estadisticas. Se calculé la coincidencia positiva de cada genotipo de variante dividiendo el
niimero de muestras con llamadas de variantes coincidentes entre el niimero total de muestras con esa variante, segiin se identificd con los métodos de referencia, Se
caleuld la coincidencia negativa en todas las posiciones de la cepa salvaje dividiendo el nimero de posiciones de la cepa salvaje coincidentes entre el niimero total
de posiciones, seglin se identificé con los métodos de referencia. Se calcul$ la coincidencia total en todas las posiciones conocidas dividiendo el niimero de
posiciones de la cepa salvaje y de las variantes coincidentes entre el nimero total de posiciones conocidas, segiin se identificé con los métodos de referencia.

El Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx arrojé una coincidencia positiva en el nivel del genotipo del 99,66 %, incluidas las variantes Poli-
TG/Poli-T, y del 100 %, sin incluir las variantes Poli-TG/Poli-T. La coincidencia negativa de todas las posiciones de la cepa salvaje fue superior al 99,99 % y la (d=

o 2 g coincidencia total de todas las posiciones conocidas fue superior al 99,99 %. '
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Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSegDx™

Tabla 12 Precisién total del Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx

Genotipo Llamadas positivas (variantes)
© . Region del Ausencia - .
g (nombre Nombre de Tipo de en CFTR Muestras de Llamadas Coincidencia
comun/nombre de ADNc variante B (hg19) Mu'es_tras de estir[;e N!ue'st_ras Hamadas® incorrectas positiva
ADNd/coordenada) clinicas celular sintéticas
117120141 c-8G>Ch SNV Exén 1 25 3 0 0 0 100
" 117120145 © c-4G>Ch SNV Exén 1 3 2 0 ; 0 0 100 :
M1V c1A>G SNV Exén 1 0 0 1 0 0 100
| CFIR | c54-5940_ | Del ntrén1 | a 1 | 0 , 0 0 L 10
dele2, 3 i 273410250 | i 5 & ; 1
t del21kb ' ! . : ! |
R31C c91C>T SNV Ex6n 2 3 1 0 0 0 100
Q39X cSC>T | SNV | Exén2 0 0 ‘; 1 0 0 100
E60X ¢178G>T SNV Exén 3 6 1 0 0 0 100
P67L | ¢200C>T SNV Exén 3 1 0 1 ! 0 0 100 J
R74W e220C>T SNV Exén 3 0 2 0 0 0 100
E?:;Q c21G>A | SNV Exén 3 2 0 0 0 0 100
R75X €223C>T SNV Exén 3 3 1 0 0 0 100
rLR?:'>Q | c224G>A SNV | Exén3 | 20 1 , 0 0 0 100 ‘
Lo ! . o
GB5E C254G>A SNV Exén 3 6 2 0 0 0 100
" 394delTT b c262.263 DIV Ex6n3 i 3 1 0 i 0 0 100 \
0T ! L delTT : | - g @Q
T Zo L .
o 405+1G>A C273HIGoA SNV Intrdn 3 0 0 1 0 0 100 o=
w z )
5208
mapZ
Zha
__..__m__gz e - —_ pm— -
> 9 m
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Genotipo Llamadas positivas (variantes)
{nombre Nombre de Tipo de ziﬁwcl;_g;' Muestras Aus;z:na Llamadas Coincidencia
comun/nombre de ADNc varianle hg19) Mu’cs.h'as de estirpe Muestras lamadas* incorrectas positiva
ADNd/coordenada) clinicas celular sintéticas
406-1G>A € 274-1G>A SNV | Exénd 4 0 0 0 0 100 |
E92K €274G>A SNV Exén 4 0 0 1 0 0 100
E92X 274G T SNV Exén 4 0 1 1 0 0 100 ]
Q98X €292C>T SNV Exén 4 0 0 2 0 0 100
| adadela c312delA DIV | Exéns 0 2 0 0 0 100 )
457TATSG ¢.325_327 DIV Ex6n 4 0 0 1 0 0 100
deITAT
insG
DI110H ¢.328G>C SNV Exén 4 1 0 1 0 0 100
R117C £349C>T SNV Exén 4 4 0 0 0 0 100
R117H .350G>A SNV Exén 4 17 2 0 0 0 100
Y122X c366T>A SNV Exén 4 0 1 0 0 0 100
F143LfsX10 | c425delT DIV Exén 4 0 1 0 0 0 100
J
574delA c4d2delA DIV Exén 4 0 0 2 0 0 100
Q151K c451C>A SNV | Exénd 1 0 0 0 0 100
621+1G>T CA89+1G>T SNV Intrén 4 7 5 0 0 0
0O [ 62143A5C D c48943A5G SNV b Intrén 4 1 0 0 0 0
o 24 :
o m 'w 663deiT 531delT DIV Exén 5 1 0 1 0 0
142} (9]
09
33as
masZ
TayX .
mreamN
Pl > N\
T &L *(- - - - -
> oM
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o o : Llamadas positivas {variantes)
can o Genolipo . Regién del Ausencia . .
Z o (nombre Nombre de Tipe de gen CFTR Muestras de Llamadas Coincidencia
w %»' comun/nombre de ADNc variante (hg19) Mu‘es'tras de estirpe Mue’st.ras llamadas® incorrectas positiva
> Q ADNcd/coordenada) dinicas celular sinteticas
G178R ! cB32G>A SNV Exdn5 1 1 0 ! 0 0 100
711+1G>T c579+1G>T SNV Intrén 5 3 1 0 0 0 100
711+3A5G | c.579+3A>G SNV Intrén 5 0 0 | 1 0 0 100
71145 c.57H5G>A SNV Intrén 5 0 0 1 0 0 100
G>A
712-1 €580-1G>T SNV Exén 6 0 0 1 | 0 0 w0 |
G>T { ! !
1
H199Y ¢.595C>T SNV Ex6n 6 0 0 1 0 0 100
r !
t 1’2055 p ¢613C>T SNV Exén 6 1 0 . 1 0 o+ 100 :
L206W c617>G SNV Ex6n 6 8 1 0 0 0 100
|r A2095 c.625G>T SNV Exén 6 0 1 i 0 0 0 100 ‘.
[ N— —
Q220X ¢.658C>T SNV Ex6n 6 0 0 1 H 0 100
L L27R | C6BIT>G SNV Ex6n 6 0 R 0 0 100
852del22 c.720_741 DIV Exon 6 0 0 1 0 0 100
delAGGG
AGAATG
ATGATG
AAGTAC
L ©9 " e2790 - e837AST SNV Exén 7 1 0 ' 0 0 0 |
Iz o -
8 g o R297Q cB90G>A SNV Ex6n 8 2 0 0 0 0
=< E -
nZ g <
— =
s
ma >
T > .
wohemN -
o “0>r ~—




de secuenciacion dlinica de la fibrosis quistica MiSeqDx"™

‘Genotipo - Llamadas positivas (variantes)
{nombre Nombre de Tipo de R:E"SCK;.;EEI Muestras Ausdeenma Llamadas Coincidencia
comin/nombre de ADNc variante & (hg19) MU’E‘S‘“’&S de estirpe Muestras lamadas® incorrectas positiva
E, ADNc/coordenada) clinicas celular sinteticas
[ 1078delT 948de!T DIV Ex6n 8 1 1 0 0 0 100 1
]
L1320V CISBTSG SNV Exén 8 1 0 0 0 0 100
== C988G>T SNV Ex6n 8 i 1 0 0 0 00 |
R334W ¢1000C>T SNV Exén 8 6 1 0 0 0 100
1336K c1007T>A SNV Exon 8 0 1 0 0 0 100
T3381 c1013C>T SNV Exén 8 0 0 1 0 0 100
1154insTC c1022_10 DIV Exén 8 0 1 0 0 0 100
23insTC
S341P €1021T>C SNV Exén 8 0 0 1 0 0 100
R347H c1040G>A SNV Exén 8 6 1 1 0 0 100
R347P €1040G>C SNV £xon 8 3 2 0 0 0 100
R352Q c1055G>A SNV Exén 8 5 0 0 0 0 100 i
Q359K/ c[1075C>A SNV Exén 8 0 0 1 0 0 100
T360K 1079C>A]
1213delT <1081delT DIV Exén 8 0 0 1 0 0 o | =)
1248+1G>A c1116+1G>A SNV Intrén 8 0 0 1 0 0 100 &}3:1,
1259insA c1127_11 DIV Ex6n 9 0 0 2 0 0 100 ! }
w 23 [ 28insA : GBS
— =f - -
% 62 WA01X (c1202G>A) | c1202G>A SNV Ex6n 9 0 0 1 0 0 100 )
W TO g .
manZ
T
tpremMN
0w 22
> ol
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Ensayo de secuenciacidn clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

Genotipo Llamadas positivas (variantes)
(nombre Nombre de Tipo de R:guér;%:l Muestras Aus;:aa Llamadas Coincidencia
comin/nombre de ADNc variante 8 (hg19) Muestras de estir Muestras llamadas® incorrectas positiva
ADNd/coordenada) hg linicas Pe | sintéticas
celular
W40IX (¢1203G>A) | c1203G>A SNV Ex6n 9 0 0 1 0 0 100 |
134141G>A c1209+1G>A SNV Intrén 9 0 0 2 0 0 100
" Poli-TGPOL-T . NJA Pol-TG | Inwon9 369 79 52 : 3 4 9860 |
@ 1 Poli-T [
1461ins4 ¢1329_ DIV Ex6n 10 0 0 1 0 0 100
1330ins
AGAT
[AtlSSE | c1364C>A SNV Exén 10 4 2 0 0 0 100 |
1525-1G>A ¢ 1393-1G>A SNV Exén 11 0 0 1 0 0 100
5466X L C1307CHA SNV Ex6n 11 0 0 1 . 0 0 100
(C>A) !
466X ¢1397C>C SNV Exén 11 i 0 1 0 0 100
(C>G)
{ LAG67P cMO0TSC | SNV . Exon Tl 0 0 1 0 0 00 |
V470M c1408G>A SNV Ex6n 11 311 71 0 0 0 100
1548delG c1418delG | DIV Exén 11 1 0 1 i 0 0 100
P4775 1429C>T SNV Exon 11 0 1 0 0 0 100
w 2% . S485T | c1454G>C SNV . ExénTl 1 0 0 0 0 100
— =t L : ; i
2. 00 5489X C1466C>A SNV Exon 11 0 0 2 0 0 100
<EZ4F
z —
31. EE ! e1475C>T SNV Exén 11 0 0 1 0 0 100 |
25
Eﬁﬁg
hal'e}
“ oz an
> a
— »l . I . _
~
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sayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™
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Genotipo Llamadas positivas (variantes)
. Regi i .. .
(nombre Nombre de Tlp:l) de g:ﬁ'g‘;?ﬁl Muestras Aus';:ma _Llarnadas Comn‘df:ncm
comin/nombre de ADN¢ variante Muestras . Muestras . incorrectas positiva
(hg19) lini de estirpe intéti llamadas
ADNc¢/coordenada) INICas celular sintéticas
Q493X c1477C>T SNV Exén 11 4 2 0 0 0 100
1506V CIS16ASG | SNV Exon 11 7 o | o ' o 0 00
1507del ¢.1519_1521 DIV Ex6n 11 4 2 0 0 0 100
delATC
F508del c.1521_1523 PV Exdn 1l : 84 ! 29 0 0 0 | 100
delCTT ! .
1507V ¢.1519A>G SNV Exén 11 ¢} ] 0 0 0 100
F508C c15231>G 1 SNV ' Exén i1 1 g 1 0 0 0 00
1677deliTA ¢.1545_1546 DIv Exén 11 1 0 0 0 0 100
delTA
V520F ¢1558G>T SNV Ex6n 11 2 0 ] ! 0 0 | 100
Q525X ¢.1573C>T SNV Exon 11 0 0 1 0 0 100
{ E527E C1581A5G SNV ' Exén 11 3 2 0 | 0 0 00
E528E ¢.15384G>A SNV Exén 11 6 2 0 0 ¢ 100
1717864 | C1585-8G>A | SNV Intrén 11 0 0 ! 1 ! 0 0 ! 100
1717-1G>A ¢.1585-1G>A SNV Exon 12 4 1 0 1] 0 100
w)
w 23 | csa2x | c1624GT 1 SNV Exon12 | 12 ‘ 3 E 0 | 0 0 ; 100
O m, ‘
®20Q S549R c1645A>C SNV Exén 12 0 0 1 0 0 100
nZO=E (e 1645A>C)
mEirZ
=z 3 = 'E
wmhm
“0r
4 %
> o
: )_g B L B L
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Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSegbx™

Genotipo Llamadas positivas (variantes)
{nombre Nombre de Tipo de Regién del Ausencia Llamadas Coincidenda
. gen CFTR Muestras de : o
comun/nombre de ADNc variante Muestras : Muestras . incorrectas positiva
(hg19) lini de estirpe sintéticas llamadas
ADNcd/coordenada) climcas celular !
S549N ' c1646G>A SNV Exén 12 2 2 1 0 0 100
S549R c1647T>G SNV Exén 12 3 1 0 0 0 100
(c.1647T>G)
G551D L c1652G>A SNV Exon 12 3 3 0 0 0 100
Q552X ¢.1654C>T SNV Ex6n 12 H 0 1 0 0 100
R553X c1657C>T SNV Exon12 | 8 2 0 0 0 100
1556V c.1666 A5G SNV Exon 12 1 0 0 0 0 100
L5585 c1673T>C SNV Ex6n 12 0 0 1 0 0 100
AS559T c1675G>A SNV Ex6n 12 4 0 1 0 ] 100
R560K c1679G>A SNV Exén 12 0 0 1 0 0 100
R560T c1679G>C SNV Ex6n 12 6 1 0 0 H 100
1811+1.6kb | €1679+1.6 SNV intrén 12 | 0 0 1 ] 0 100
A>G kbA>G i
1812-1 c.1680-1G>A SNV Exén 13 0 2 0 0 0 100
G>A
A56T c1681G>A SNV Exon 13 i 0 0 0 0 100
V5621 c1684G>A SNV Ex6n 13 1 0 0 o [ 100
o Y5690 I e 1705T>G SNV Ex6n13 i ] 0 1 0 0 100
O -
g 2 P’§ ? P574H c1721C>A SNV Exén 13 0 1 0 0 0 100
wn_ 0L
<Za=
n<o<g
L R pered
rd
ma >
2>5 | N
,f, P, ;j =
-0
w zz
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Ensayo de secuenciacién clinica de la fibresis quistica MiSeqDx™

Genotipo Llamadas positivas (variantes)
{nombre Nombre de Tip_o de l;:EwCr;%c{l Muestras Aus;enaa _[..lamadas Coinci.d?m:ia
comtn/nombre de ADNe variante Mucstras . Muestras - incorrectas positiva
(hg19) lini de estirpe intéti ltamadas

ADNc/coordenada) clinicas celular sintéticas

L G576A [ L 1727G5C SNV Exon 13 4 1 0 0 ; ) 100
D579G c.1736A>G SNV Exén 13 0 0 1 ¢ 0 100
E585X ¢1753G>T SNV Exon 13 0 0 1 0 0 100
1898+1G>A ¢ 1766+1G>A SNV Intrdn 13 2 1 0 0 0 100
1898+3A>G | c176643A>G SNV Intrén 13 0 0 1 0 0 100
H609R 1826 A>C SNV Ex6n 14 0 1 0 o 0 100

fL D614G L cI841AXG | SNV Exén 14 0 0 2 0 ; 0 100
R668C ¢.2002C>T SNV Exén 14 5 2 0 0 0 100
R668H c.2003G>A | SNV Exo6n 14 1 0 0 v} 0 100 _"
2143delT ¢.2012delT D Exén 14 2 1 o 0 0 100
K684TisX4 | ¢2046_2047 | Div Exon 14 0 0 1 ¢ i 0 100

i delAA l i
2183AA>G ¢.2051_2052 DIV Exén 14 3 1 0 0 0 100
delAAinsG
2184delA \ c2052delA DIV Exén 14 1 1 0 0 . 0 100 :
2184insA <.2052_2053 DIV Exén 14 3 0 1 o o 300
insA

| S886Y ‘ c.2057C_>A SNV Exén 14 ] 1 0 0 0 100 |

R709X c.2125C>T SNV Exén 14 1 Q 2 0 (] 100

\32| N.° de referencia 15038344 Rev. A ESP
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[+ X
2 o Genotipo Renitn del Llamadas positivas (variantes) A _
> }% {nombre Nombre de Tipo de :?C?‘Tr{ Muestras usde:aa Llamadas Coincidencia
~ comun/nombre de ADNc varianie 8 (hg19) Mues_tras de estirpe N{ue‘st:ras Namadas® incorrectas positiva
ADNc/coordenada) clinicas celular sintéticas
| K710X Cc2128AST | SNV Ex6n 14 3 0 0 o . 0 100
E725K c2173G>A SNV Exén 14 2 0 0 0 0 100
2307insA 2175 2176 | DIV i Exonl4 3 0 2 0 : 0 100
©insA : ] i
1.732X €2195T>G SNV Ex6n 14 0 0 2 0 0 100
2347delG | ¢2215delG DIV I Exén 14 0 0 2 0 ! 0 100
P750L €2249C>T SNV Exon 14 1 0 0 0 0 100
V754M " C2260G>A SNV Ex6n 14 2 i 0 0 0 100
R764X €2290C>T SNV Exén 14 1 0 2 0 0 100
2585delT | c2453dell - DIV Exén 14 0 0 2 0 ' 0 100
E822X €2464G>T SNV Exén 14 0 0 2 0 0 100
| 262241G>A . C2490+1G>T SNV Intrén 14 0 0 2 0 0 100
EB31X Tc.249IG>T SNV Exén 15 0 0 1 0 0 100
DB36Y e2506G>T SNV ., Exon15 0 1 0 0 0 100
W846X c2537G>A SNV Ex6n 15 0 1 0 0 0 100
R851X  e2551C>T SNV Exén 15 0 0 1 0 0 100
jw] ‘ ,
D =
g el TB54T .2562T>G SNV Ex6n 15 212 4 0 0 0 100
m
2=z8F \ 2711delT ' 2583delT DIV Ex6n 15 0 0 1 0 0 100
ngs i
-
ma>Z )
Tbe-
nnm |)\>'
-0
L. zZ —Q - -
» QE T~
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Ensayo de secuenciacion dcinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

@
[o]
£395 iy .
2 &% Genotipo Resion del Llamadas positivas (variantes) A )
?, & (nombre Nombre de Tipo de :E‘E‘;Tﬁ Muestras us;:na Llamadas Coincidencia
wnaC comun/nombre de ADNc variante & (hg19) Mues:tras de estirpe N.Iuest_ras llamadas® incorrectas positiva
> g] ADNd/ coordenada) clinicas celular sintéticas
~N
V868V C2604A>G SNV Ex6n 15 2 0 0 0 0 100
€.2657+2_ | c2e57+2_ | DIV | Intrén 16 0 0 ? 1 0 0 100
2657+3insA | 2657+3insA | : - :
2789+5G>A C2657+45G>A SNV Intrén 16 9 i 0 0 0 100
b Q890X c2668C>T | SNV Exén 17 1 0 0 0 0 100
A923A €2769C>T SNV Exén 17 1 0 0 0 0 100
L927P | c2780T>C SNV i Ex6n17 0 ' 0 1 0 0 100
59451 €.2834C>T SNV Ex6n 17 0 0 1 0 0 100
M952T i c28551>C SNV Exén 17 1 0 i 0 0 0 100
3007delG €2875delG DIV Exén 17 0 0 1 0 0 100
T966T | c2898G>A SNV Exén 17 5 0 ‘ 0 0 0 100
G970R €.2908G>C SNV Exén 17 0 0 1 0 0 100
S977F | c2930C>T | SNV Exén 18 0 0 ' 1 0 0 100
3120G>A c2988G>A SNV Ex6n 18 1 0 0 0 0 100
I 31201G>A | C298B+IG>A SNV Intron 18 7 i 1 0 0 0 100
3121-1G>A 2989-1G>A SNV Ex6n 19 0 0 1 0 0 100
oD L997F '+ €2991G>C SNV |  Exon19 2 1 0 0 0 100
o 2
o 110277 <3080T>C SNV Exén 19 1 2 0 0 0 100
D o (R
<E4N
wZ<o<
L 7 ¢ ==
m&>§
gt W -
NN >
- =0 i . .
TIEESX
>0 S \d N.° de referencia 15038344 Rev. A ESP Abril de 201




sayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

|

z \
(7]
'
FBE Genotipo ) Llamadas posihivas (variantes) .
3 (nombre Nombre de Tipo de R“g‘g‘;f.;‘ Moestras Austnda Llamadas | Coincidencia
‘.‘; comiin/nombre de ADNc variante ge(hg19) Mues_tras de estirpe Muestras llam:d1s' incorrectas positiva
: ADNc/coordenada) clinicas celular sintéticas
3272-26A>G c.3;] 40-26A>G ! SNV Intrén 19 0 1 0 0 0 100
F1052v ¢3154T>G SNV Exon 20 0 1 0 0 0 100
L1065P c3194T>C SNV Exon 20 0 0 1 0 0 100
R1066C ¢.3196C>T SNV Exén 20 6 0 0 0 0 100
B1 066H 3197G>A SNV Exén 20 1 0 1 0 0 100
GI069R €3205G>A SNV Exdn 20 0 1 0 0 0 100
R1070W i ¢.3208C>T SNV Exén 20 D 2 0 0 0 100
R1070Q ¢ 3209G>A SNV Exén 20 0 1 0 0 0 100
L1077P ¢.3230T>C SNV Exdn 20 H 0 1 0 o 100
W1089X €.3266G>A SNV Exén 20 4 0 0 0 0 100
Y1092X ¢3276C>A SNV Exén 20 3 1 0 0 ] 100 o
(C>A) -
Y1092X <3276C>G SNV Ex6n 20 0 0 1 0 0 100
(C>G)
T1095T . €.3285A>T SNV Exén 20 7 ¢ 0 0 H 100 :
Mi101K ¢3302T>A SNV Exén 20 2 2 0 0 0 100
| H
i- E1104X ©03310G>T SNV Exén 20 ¢ 0 1 0 0 100
- ¢.3368-2A>T ¢.3368-2A>T SNV Intrén 20 0 1 0 0 0 100
D -
D o
o o
092
ma»Z
T -43’—\ - -
wm f)\;l
w 2z N.® de referencia 15038344 Rev. A ESP Abril de 201
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sayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

Genotipo - Region del Llamadas positivas (variantes) Ausencia o
(nom‘bre Nombre de TlpP de gen CFTR Muestras de }.lamadas Cmncn‘dfmcia
comun/nombre de ADNc variante (hg19) Mu‘esltras de esfirpe N!ue’st.ras llamadas® incorrectas positiva
ADNd/coordenada) clinicas celular sintéticas
DI152H | c3e54G>C SNV Exén 21 10 1 0 0 0 100
V1153E - ¢.3458T>A SNV Exén 21 1 0 0 0 0 100

T R1158X 34720 SNV Exon22 | 7 5 1 0 0 0 100
R1162X c.3484C>T SNV Exdin 22 T 5 r B 1 0 0 0 100

[_RIIGZL ¢.3485G>T SNV Exon 22 0 ! 2 0 0 0 100 1}
3659delC ¢.3528delC DIV Exdén 22 4 1 0 ¢ 0 100
S1196X €.3587C>G SNV Exdn 22 1 ! 0 0 0 t 100
W1204X c3611G>A SNV Exén 22 0 0 1 0 0 100
{c3611G>A)

( W1204X | c3612G>A SNV Exon 22 0 0 1 0 0 100

i (c.3612G>A) | |
3791delC ©.3659delC DIV Exén 22 2 0 0 0 0 100

[ 11234V | c3700A>G SNV Exdn 22 1 i 0 1 0 0 100 _
S1235R ¢.3705T>G SNV Ex6n 22 9 1 0 0 0 100

r_3_849+'10 . 37+ SNV Inirén 22 11 2 0 0 0 100 1|

| kbC>T 12191C>T i i J
G1244E c3731G>A SNV Exén 23 0 0 i 0 H 100

B?GdelA c3744delA DIV Exn2d | 6 R 0 0 0 100
S1251IN T c.-37SZG>A SNV -Exc'm 23 1 0 1 0 0 100

6 | N.° de referencia 15038344 Rev. A ESP
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Genotipo Llamadas positivas (variantes)
(nombre Nombre de Tipo de R:E'g‘;gﬁl Muestras Ausde:ma Llamadas Coincidenda
comun/nombre de ADNc¢ variante & Muestras . Muestras incorrectas positiva
thg19) limi de eslirpe sintéti {lamadas*
ADNd/coordenada) clinicas celular inietrcas
" 3905insT c3773_3774 DIV Exén 23 3 1 0 0 0 100 l
‘ insT _J
D1270N c.3808G>A SNV Exon 23 0 2 0 0 0 100
)
W1282X c3846G>A SNV Exon 23 g 1 0 0 ¢ 100 l
P1290P c.3870A>G SNV Exén 23 10 3 0 0 0 100
4005+1G>A c3873+1G>A SNV Inirén 23 0 0 1 0 0 100
4016insT ¢3884_3885 DIV Ex6n 24 0 0 1 0 0 100
insT
[__Tl 299T ¢.3897A>G SNV Exon 24 3 0 0 0 0 100 J
N1303K c3909C>G SNV Exon 24 9 1 0 0 0 100
.
Q1313X ¢.3937C>T SNV Exén 24 0 0 1 0 0 100 |
G1349D ¢.4046C>A SNV Exdn 25 0 1 0 V) 0 100
4209TG ¢.4077_4080 DIV Ex6n 25 0 0 1 0 0 100
TI>AA delTGTT
insAA
CFTR ¢.3964-78_ Del Intrén 24 1 0 1 0 0 100
dele22,23 42424577del
.
4382delA c.4251delA DIV Exén 27 0 0 1 0 0 100 J\
Y1424Y c4272C>T SNV Exdn 27 6 2 0 0 0 100
&1 4630 c4389G>A SNV Exon 27 150 32 0 D 0 100

V'8 SNILSASOIE
Zv' Pt NW

VOINJ31 vH0103HIq
VIINYZ YNIATIS "Blg
_
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Ensayo de secuenciacién dinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

\

@ R
@]
2 % .
% =, Genotipo Reion del Llamadas positivas (variantes) R )
3 da {nombre Nombre de Tipo de :E'%‘;T; Muestras us;:aa Llamadas Coincidencia
“bo comun/nombre de ADNc variante 5 (ha19) Muestras de estirpe Muestras lNamadas* incorrectas positiva
b ADNd/coordenad 8 dlinicas sintéticas adas
> g Ncleoordenada) celular
Tolal de todas las variantes (coincidencia positiva)t 2072 3 4 99,66
[_Total de todas las cepas salvajes (coincidencia negativa) 2600928 1 2% >99,99
Total de todas las cepas salvajes y variantes (coincidenda total) 260 3000 4 6 >99,99

DIV es la sigla en inglés de "variante de la deleciérvinsercién™.

* No se volvieron a analizar las muestras,

* El software no especifica el nombre de ADNc de esta coordenada gendmica.

* El informe de Sanger indicé que la variante P205S era heterocigética en el caso de la muestra clinica. En cambio, una revisién de los datos de rastreo de Sanger indicd que la variante era,
en realidad, homocigética y que se habia notificado de forma incorrecta. MiSeqDx notificgo que la variante era homocigética.

* Uno de los resultados que no concordaba provenia del estudio de reproducibilidad. El resultado de Poli-TG/Poli-T de la muestra concordaba con todas las 18 duplicaciones, pero no con-
cordaba con la secuenciacién bidireccional de Sanger.

¥Se determiné que la muestra sintética heterocigética original no se habia preparado correctamente. Se detectd cuando se realizaron las pruebas posteriores a su preparacién utilizando el
mismo plasmidao.

+ La coincidencia positiva excluidas las llamadas de Poli-TG/Poli-T fue del 100 %.

§ Se notificé una muestra heterocigdtica sintética para el cxén 8 como heterocigética en el caso de Ia variante dele?2, 23 de CFTR. Investigaciones adicionales revelaron que este resultado se
debia, posiblemente, a una contaminacién de bajo nivel, Asimismo, con una segunda muestra, los cebadores de Sanger no pudicron detectar completamente la variante Q1463Q debido a
las inserciones y deleciones ascendentes y descendentes de la posicién de la variante,

Tabla13 Precsidn de la variante Poli-TG/Poli-T para el Ensayo de secuendacién dlinica de la fibrosis quistica MiSeqBx

Genotipo de N.¢ de muestras N." de muestras de N.? de muestras N.2 de llamadas N.? de ausencia de % de
Poli-TG/Poli-T clinicas estirpe celular sintéticas incorrectas llamadas* precision
(TGP(DHZITGHIT? 2 0 ¢ 0 1 50,00
Ercwmwac)mm? 1 0 0 0 0 100
(TG (TUTY7 5 1 0 g 0 100
o (TG)9(DOITC(TY 1 0 0 0 0 100 J
o

o
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Gdesecuenciacion dinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

g:ﬁ%_\ Genotipoe de N.7 de muestras N.? de muestras de N.% de muestras N.2 de llamadas N.° de ausenda de Yo de
@ 8. Ie) Poli-TG/Poli-T clinicas estirpe celular sintéticas incorrectas llamadas® precision
.;p %J {TGYI{T7H{TGY10(T)Y7 25 8 0 0 0 100
(TGYIO(T)7/(TG)10(T)9 39 16 0 0 0 100
(TGYIO(M7/(TCH 1{TI5 2 0 0 0 0 100
(TONUMZHTGNI(T)7 72 11 0 0 0 100 _]
(TGHO(M7/TGHI2(T)5 1 0 0 0 0 100
(TG IMZ/(TGN2(T)? 10 1 0 0 1 90,91
(TGYIO(T/(TG)10(T)3 7 6 0 0 0 100
(TG)10(M9/TC)11(T)5 5 0 0 0 0 100 |
{TGHO(MS/TGII(T)7 76 20 0 0 0 100
(TGYIODTCN (TS 3 0 0 0 0 100
(TGY10(T)9/(YG)IAT)S 3 2 0 0 0 100
(TG)10(M9/(TGY12(T)7 13 0 0 0 1 92,31
(TGNI(MSATGILT7 6 ¢ 0 1 0 83,33
(TG)1(MZHTCHITY7 52 8 a 0 0 100
(TGYI(T)7/(TG)11{THo" 2 1 0 3 0 0
TOIM7ZATCYI2N)S 2 0 0 0 0 100 |
@ g_;? (TGNUTZATG)12(T)7 37 3 0 0 0 100
§ z § E"_’ (TGY11(TATCN2(T)7 3 0 0 0 0 100 - @
g E % g (TGN2(N7/(TGY1AT)7 2 2 0 0 0 100 | Lh
;,3 ;n; fg \ > Total 448 4 3 98,44 .
» SMm .
»L T~
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Ensayo de secuenciacién clinicadela fibrosis quistica MiSegDx™

ASO
[e)

'S SUIBYS.
a1 o:pu;j_a

* No se volvieron a analizar las muestras.
A Uno de los resultados que no concordaba provenia del estudio de reproducibilidad. El resultada de Poli-TG/Poli-T de la muestra concordaba con todas las 18 duplicaciones, pero no con-
cordaba con la secuenciacién bidireccional de Sanger.

e}

Reproducibilidad

La reproducibilidad del sistema de fibrosis quistica MiSeqDx se determiné mediante un estudio a ciegas basado en tres centros de ensayo con dos operadores por
centro. Cada uno de los operadores de cada centro comprobé dos paneles bien definidos de 46 muestras cada uno para un total de 276 resultados de muestras por
operador. El panel contenia una mezcla de ADN genémico de estirpes celulares linfoblastoides con mutaciones conocidas en el gen CFTR, asi como sangre
desleucocitada con estirpes celulares linfoblastoides con mutaciones conocidas en el gen CETR. Las muestras de sangre se proporcionaron para permitir la
incorporacién de los pasos de extraccién utilizados en la preparacién de ADNg que sirve como entrada principal del flujo de trabajo de ensayo.

El indice de muestra de paso, definido como el niimero de muestras que superan los criterios de control de calidad en el primer intento, fue del 99,7 %. Todos los
resultados se basan en la prueba inicial.

La coincidencia positiva en el nivel del genotipo de todas las variantes con la variante Poli-TG/Poli-T incluida fue del 99,22 %, mientras que, sin ella, fue del 99,60
%. La coincidencia negativa de todas las cepas salvajes fue del 99,70 % y la coincidencia total de todas las posiciones conocidas fue del 99,70 %. La coincidencia
positiva de Ia variante Poli-TG/Poli-T fue del 97,83 %.

Tabla 14 Reprodudbilidad del Ensayo de sequendacidn dinica de la fibrosis quistica MiSeqDx {excluidas las variantes Poli-TG/Toli-T)

Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros})
Nombre de la HGVS
Muestr (0 ubicacién si Nombre de la Todos Ausendia % de
uesira 0 ubicaqion sin variante Por Centro Centro Centro Llamadas coincidencia
HGVS) los de .
centro 1 2 3 incorrectas
cenlros llamadas¢
1 ¢.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 v} 100
L1 c.1646G>A S549N 6 18 6 6 6 0 0 100 !
L — — e ————— )
1 T ¢.2562T>C T854T [ 18 6 6 6 0 0 100
2 c1408G>A V470M 6 18 6 6 é 0 0 100 :
2 c1581A>G E527E 6 18 6 6 T 6 0 0 100
2 c1680-1G>A 1812-1 G>A 6 18 6 6 6 0 0 100
¢2562T>G TB54T 6 18 6 6 6 0 0 100
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Resultados totales Liamadas coincidentes Total {todos los centros)
Nombre de la HGVS o
bicacion si Nombre de la Todos Ausencia Y% de
Muestra (o ubicacién sin variante Por Centro Centro Centro Llamadas coincidencia
HGVS) los de .
centro 1 2 3 incorrectas
centros Hamadass
2 c312delA a44delA 6 18 6 6 6 0 0 100 |
L
2 c.3870A>G Piz2o0r 6 18 6 5 6 0 1 94,44
2 c.4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
3 ¢ 1408G>A V470M 6 18 6 6 [ 0 0 100
3 1477C>T Q493X 6 18 6 6 6 0 0 100 J
3 c1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
'[F_:, C2562T5G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
3 c4389C>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
.[ 1 C1408G>A Va70M 6 18 5 6 6 1 0 9444
g ¢.1521_1523delCTT F508del 6 18 5 ] 6 1 0 94,44
.
r-; ¢.2052delA 2184delA 6 18 5 6 6 1 0 94 44 :
5 c.1408G>A V470M 6 18 6 5 6 1” 0 94,44
E 224G>A R75Q 6 18 6 5 6 17 0 94,44
5 .2562T>G T854T 6 18 6 5 6 1" 0 94,44
5 c.3472C>T R1158X 6 18 6 5 [ 1n 0 94,44 w
5 c366T>A Y122X 6 18 6 5 6 1” 1] 94,44
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sayo de secuenciacion clinica de lafibrosis quistica MiSegDx™

2
2 \
@,
@
3 E o} Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
B0 Nombre de la HGVS
i e e . Nombre de 1a Todos Aasencla o, de
b g Muestra (0(;13;“'0“ sin variante Por los Centro Centro Centro de Liamadas coincidencia
H _ .
centro centros 1 2 3 \lamadase incorrectas
[ 5 | c625G>T | A2005 6 | 18 6 5 |6 1A 0 944 |
< | . ‘ ]
6 _ 1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
[e c1521_1523delCTT | Fs08del 6 18 6 | 6 i 6 0 0 00 |
6 2051_2052delAAinsG | 2183AASG 6 18 6 6 6 0 0 100
7 ! c1408G>A | V470M 6 18 6 | 6 i 6 0 0 100
7 223C>T R75X 6 18 6 6 6 0 0 100
7 | c256215G | TesaT .6 . 18 6 6 | 6 0 0 0o |
8 c1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
8 1519 1521delATC | 1507del 6 i8 6 | 6 6 0 0 100
8 ¢1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
8 | c2562T>G . T8SAT & 18 | 6 | & 6 | 0 0 0
[ —_
8 C4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
{_9 ' C1408G>A | V470M 6 1B, 8 6 . 6 1 0 . 0 L1000
9 | c1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 Lo
"o . e2562T5G " T8S4T L6 . 18 I 6 6 | 6 L o . 0 i 100 =~
9 c.3846G>A W1282X 6 18 6 5 6 0 ™ 94,44 r '!b
o .
o
© 3o !
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sayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™
2N
o
29% .
E:3 Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
o % Nombre de la HGVS '
3ge Muestr {0 ubicacidn sin Nombre de la Todos Ausencia % de
“ Ao uestra ou variante Por lo Centro Centro Centro 4 Llamadas coincidencia
g g\ HGVS) centro cen;os 1 2 3 ]lam:das€ incorrectas
LT
N i B . | \ |
9 " cd4389GrA ' Q463Q 6 ; 18 6 | 6 6 ] ; 0 1 100 i
10 c1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
" 10 | C1521_1523delCTF | F508del T 6 6 6 6 | 0 00 |
L ‘ : -
10 ¢2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
10 | €3140-26A>CG . 3272-26A5G ! 6 ' 18 6 5 6 0 | 1* | 94,44
10 c4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 o 0 100
——— . ]
'[ 11, 39 - ¢ 1408G>A - V470M 12 ‘ 36 12 12 12 0 i 0 [ 100 _J
11, 39 ©1521_1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100
11, 39 ¢.2002C>T | R668C 12 36 2 ] 12 12 0 0 100
11, 39 [ c.2562T>G T854T 12 36 12 12 12 0 0 100
[j' 39 L ea717412191C>T | 3B49+10kBCST 1 12 36 12 12 12 0 0 100 |
11, 39 c4389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 0 o 100
| 12, 40 | C1408G>A V470M 12§ 3 12 . 12 12 0 , 0 100
| F— . _— —_ '
12, 40 c.2562T>G T854T 12 36 12 12 12 0 0 100
12, 40 ' c.2988+1G>A ©3120+1G>A 12 : 36 12 : 12 12 0 0 100 .
12, 40 CA389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 0 0 100 ol
o =2
~ 3
R
[42]
z
»Z0
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nhm
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g Resultados totales Llamadas coincidentes Total {todos los centros)
= % Nombre de laHGVS | o 0 o\ o de
. . s - - : o
; o \% Muestra :n c;xzxsc)auon sin variante Por T?::S Centro Centro Centro A“s;:ﬂa Llamadas coincidencia
HY centro contros 1 2 3 lamadast incorrectas
Lu, 40 | cA89HIGT 621+1G>T 12 36 12 12 12 0 | 0 100
1 c1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
Lu. | c1521.1523deiCTT | FS08del 6 18 6 6 6 0 0 100 ;
13 c178G>T E60X 6 18 6 6 6 0 0 100
13 ! c4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 ! 0 100
1 c1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
[_14 | C1584C>A ES28E 6 18 6 6 6 0 0 100
14 2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
[14 3302T>A M1101K 6 18 6 6 6 0 0 100
15 ¢ 1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
15 | C1584G>A ES28E 6 18 6 6 6 0 0 00
= ! |
15 ¢.2562T>G T854T 6 18 6 & 6 0 0 100
"5 C3302T>A ©MI101K 6 18 6 6 6 0 0 0w
L_ u
16 .1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
o " 16 | 1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100 (=)
ot L ‘
z @ 16 ¢3080T>C 11027T 6 18 6 6 6 0 0 100 =&~
w
w_.0
FES T o~
Z S\
5:?‘
ZTagr - N
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m = o] > ] . ot
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(7]
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O .
é o ‘ Resultados totales Llamadas coincdentes Total (todos los centros)
b % N0m|.31'e 'd'e ’a' HEVS Nombre de la Todos Ausencia % de
» \ﬁ Muestra ("G“:’,gﬂm’“ sin variante Por los Centro Centro Centro e Llamadas coincidencia
H .
' ) centro centros 1 2 3 {lamadase incorrectas
t 17, 41 ¢ 1408G>A | V470M P T S T N - T N B 0 100 |
; ]
17, 41 ¢1521_1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100
‘ \ : -
17, 41 ¢:3528delC | 3659delC booq2 ) 3 | 12 12 b1z | o 0 100
18, 42 c-4G>C 117120145 12 36 12 12 12 0 0 100
18, 42 c1408G>A | V470M o2 3% 12 12 12 0 : 0 100
18, 42 ¢1521_1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100
18, 42 | c350G>A , R117H .12 % 0 12 12 12 0 0 ! 100
19 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
’L 19 489+1G>T 621+1G>T 6 18 6 6 | 6 | o0 0 100
19 c579+1G>T 71141G>T 6 18 6 6 6 0 0 100
20, 43 c1408G>A | Va70M 12 L 3% 12 12 12 o 0 L 100
20, 43 c254G>A GB5E 12 36 12 12 12 0 0 100
rzo, 43 | CARIHICST . 62141GST S ¥ 36 o120 b 12 12 ] 0 4 100 '
. ' T e
21, 44 c1364C>A A455E 12 36 12 12 12 0 0 ] 100
21, 44 ! c1408G>A ' V470M iz i 3% . 12 12 12 0 ‘ 0 ! 100
21, 44 ¢1521_1523deiCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100
=35
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ayo de secuenciacién clinica de a fibrosis quistica MiSeqDx™

c.
(o]
g \
g @Q Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
“ o35 Nombre de la HGVS Nombre de la o de
=) . . . . mn
;’ 4~ Muestra (o ubicacion sin variante Por T?dos Centro Centro Centro Aus:enua Llamadas coincdencia
: H4 HGVS) centro o8 1 2 3 incorrectas
centros llamadass
22 | c1408C>A V470M 6 18 6 6 6 i 0 ; 0 100
22 ¢.1521_1523dcICTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
[_22 C1679G>C RS60T 6 18 6 6 6 o 0 100
22 c2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
Y C4389G>A | Q1463Q 6 18 6 6 & L 0 . 0 100
L I
23 C1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
T ¢1521_1523delCTT |, F508del 6 18 6 6 6 o 0 100
] ,
23 ¢3276C>A Y1092X (C>A) 6 18 6 6 6 0 0 100
r 24, 45 | c1408G>A | vazoM 12 16 12 12 12 o | 0 100
24, 45 3909C>G N1303K 12 36 12 12 12 0 0 100
24, 45 c.4046G>A G1349D 12 36 12 12 12 0 0 100
25 ¢.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
M5 ' c1624G5T | Gs42x 6 18 6 6 6 L o i o0 00
b — — - J—
26 c-8G>C 117120141 6 18 6 6 6 0 0 100
o O g‘? 2% . c1408GSA V470M 6 18 6 6 6 . 0 . 0 100
- X ——
oD c1624G>T G542X 6 18 6 6 6 0 0 100
<E=
wZog
aid2
T o b
Gprm l)\;
(9]
w zz
> o
>%
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A
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@ ¥ \
o oW
g Q Resultados totates Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
o F Nombre de la HGVS Nombre de 1 o 4
wg 2 Muestra {0 ubicacién sin ombre de fa Todos Ausencia e
»g variante Por fos Centro Centro Centro de Llamadas coincidencia
‘ HGVS) centro o 1 2 3 incorrectas
N centros llamadas¢
TL 27, 46 c.1408G>A L V470M i 3 12 121 0 0 100
27, 46 ¢1652G>A G551D 12 36 12 12 12 0 0 100
27, 36 c.1657C>T | RS53X 12 0 3% | 12 2 o 0 0 100
27, 46 ¢2562T>G T854T 12 36 12 12 12 0 0 100
| 27, 46 | C4389G>A | Q463Q Lo 36 12 | 1 12 0 0 100
! : .
28 ¢.1408C>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
28 € 2562T5G ) T854T 6 8 ¢ 6 1 6 6 | 0 0 100 !
) : |
28 ¢3I717+12191C>T 3849+10kbC>T 6 18 6 6 6 0 0 100
28 c.4389G>A : Q1463Q 6 18 & 6 6 Y 0 100
29 c1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
29 2562T>G T854T 6 1B | 6 i 6 6 | o 0 00
29 c910T R31C 6 18 t 6 6 6 0 0 100
) | c1408G>A ' V470M (¢ i 18 ' 6 1+ 6 | 6 1 0 0 100
k N L : ! ! — !
30 €.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
30 | c256215G L T854T .6 18 | & & & | 0 0 100 m
oY 0 €3485G>T R1162L 6 18 6 6 6 0 0 100 J |
23 =
m
o
z0Z
£3 I
4
~ > [ %)
SN
- ;
SRSEa
6 m \
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® [)’
22z \
T o Resultados totales Llamadas coincidentes Tatal {todos los centros}
@
3 g NO“:."'E ‘d'e Ia'HGVS Nombre de 1a Todos Ausencia 7 de
‘; o] Muestra i_‘:é’vg)ac“m sin variante - Tor los Centro Centro Centro de Llamadas coincidenda
:? %\ centro contros 1 2 3 llamadast incorrectas
rd . - ! ‘ — z
30 {c4389G>A Q1463Q 6 ! 18 . 6 6 . 6 ' 0 | 0 j 100 .
3 ¢ 1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
L 3] c1585-1G>A . 1717-1G>A C 6 18 1 6 6 . 6 0 : 0 100 |
I : i _
31 C2562T5G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
a1 | C4389G>A | Qua63Q 6 | 18 6 . 6 6 10 0 100
N N N N H
32 c1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
| 32 b 25626 | T8S4T 6 | 18 . 6 i 6 i 6 0 0 P 100 |
32 C.3484C>T R1162X 6 18 ‘T 6 6 6 0 0 100
32 D c4389G>A | QI463Q 6 18 ! 6 6 6 0 0 ? 100
33 €1040G>C R347P 6 18 6 6 6 0 0 100
I 33 | c1408G>A | Va70M 6 ¢ 18 1 & | 6 6 0 0 ‘ 100
33 c1652G>A G551D 6 18 6 6 6 0 0 100
33 | e2562T>G | T854T b6 018 0t 6 1 6 1 6 i 0 i 0 | 100 :
33 c4272C5T Y1424Y 6 18 .[— 6 6 6 0 0 100
| 33 | C4389G>A tQ1463Q Y 8 6 ' 6 . 6 L o T 0 100
34 ¢ 1000C>T R334W 6 18 6 6 6 0 0 100
=35
2 o
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2 (o} " T
L)
3 =
a0
- .
%o -_—— Resultados totales Liamadas coincidentes Total {todos los centros)
> o Nombre de la HGVS
ﬂ\ S e . Nombte de la Todos Ausend o de
Muestra i-(l)cu\l;'sc)auon sm variante Por los Centro Centro Centro s:enca Llamadas coincidencia
centro centros 1 2 3 1 Uamadase incorrectas
3 <3368-2A5T e3820T | 6 18 | 6 6 6 0 0 100
35 c1523T>G F508C 6 18 6 6 6 0 0 100
16 c254G>A G85E i 6 I 6 P j 0 | 0 100
36 €3454G>C D1152H 6 18 6 6 6 0 0 100
[ a7 c1007T>A 1336K 6 18 . 6 6 1 6 0 0 100
L "
37 C1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
37 c2562T5G T854T 6 i 18 6 L 6 i 6 0o 0 C 100
37 C3705T>G S1235R 6 18 6 6 6 0 0 100
—]
| 38 c1408G>A V470M 6 | 18 6 6 6 0 0 w
38 € 1727G>C G576A 6 18 6 6 6 0 0 100
38 €2002C>T | R668C 6 | 18 6 6 6 0 0 00 |
Jp— . R |
38 €2057C>A S686Y 6 18 6 6 6 0 0 100
| 38 e 2562T>G i T8S4T o6 18 6 P06 6 0 : 0 100 )
38 c4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
47,85 | c1408G>A V470M oz 3% (VIR I VS A 0
o 2F 47,85 c2562T>G T854T 12 36 12 12 12 0 0
3, M
g
RN
H2iz
E- > -
tahm l; A\ T,
w_2 N
>
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sayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™
%\ |
o
538 ~——
% = Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
3% Nombre de la HGVS
. Muestr {0 ubicacién si Nombre de la Todos P "% de
o o uestra o ubicacion sin variante PFor los Centro Centro Centro de a Llamadas coincidenda
g E HGVS) centro contros 1 2 3 lamadase incorrectas
47, 85 C2657+5G>A | 2789+5G>A DR - T A 2 A 5 0 0o 100 _J
47, 85 c4389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 0 0 100
48, 86 © €54-5940_ ; CFTRdele2,3 P12 b 36 ! 2 n 12 1 0 97,22 }
! 273+10250dei21kb * ' ! ‘ ‘- ! ; ‘
48, 86 ¢1408G>A Va70M 12 36 12 11 12 1 0 97,22
48, 86 | €1521_1523delCTT F508del 12 3% o120 o112 1 ! 4} | 97,22 |
49, 87 ¢.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100
49, 87 | ¢1521_1523delCTT F508del S ¥ % . 12 . 12 12 ] 0 : 0 ; 100
49, 87 c1766+1G>A 1898+1G>A 12 36 12 12 12 0 0 100
50, 88 ' C.1408G>A | V470M L1203 12 12 1 0 0 100 J
50, 88 c220C5T R74W 12 36 12 12 12 0 0 100
50, 88 P C2562T5G \ T84T 12 3% | 12 2 ¢ 12 ¢+ 0 0 | 100 |
50, 88 €3808G>A DI1270N 12 36 12 12 12 0 0 100
L 51, 89 " c1408G>A . V470M .12 6 12 12 12 0 ‘ 0 1 100 -
[ ‘ — — ‘ : - . B
51, 89 €1521_1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100 .
;r51, 89 ¢.2012delT i 2143delT i 12 ' 36 12 : 12 12 ’ ¢ 0 i 100 o CE‘;:"
oY 52 c3744delA 3876delA 6 18 é 6 6 0 0 100
B Hw
8.0
[ i
5253
- =
=
m&>
g 'e,—.«%; — —_
m
©w 8%
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o]
w Fainil Y,
S el T ——
@ \ Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
3fa Nombre de la HGVS ,
“pa bicacion si Nombre de la Todos Aucencin o de
o Muestra (0 ubicacion sin variante Por Centro Centro Centro Llamadas coincidencia
> ¥ HGVS) centro los 1 2 3 de incorrectas
3 centros llamadast
53, 90 | ¢3773_3774insT | 3905insT 12 36 12 12 12 0 0 100
54, 91 c1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100
54, 91 €.262_263delTT 394delTT 12 36 12 12 12 0 0 100 :
55, 92 c.1408G>A V470M 12 36 12 12 12 0 0 100
55, 92 . c1519A>G 1507V 12 36 12 12 12 0 0 w00 |
d
55, 92 ¢1521_1523delCTT F508del 12 36 12 12 12 0 0 100
55, 92 c2562T>G | T84T 12 36 12 12 12 0 0 100
55, 92 c3080T>C 11027T 12 36 12 12 12 0 0 100
55, 92 c4389G>A Q1463Q 12 36 12 12 12 0 0 100
56 . 1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
56 €2562T>G . T854T 6 18 6 6 6 0 0 w0
56 c3154T>G F1052V 6 18 6 6 6 0 0 100
56 . cA4389G>A | Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
57 c-8G>C 117120141 6 18 6 6 6 0 0 100
57 ' c1408G>A | V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 ﬂj
o 57 C2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
U =
2 o
a_8
w
=
pEEp
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z
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@
[s]
"é’ ﬁ
O
% 2 Resultados totales Llamadas coincidentes Total {todos los centros}
3z Nombre de la HGVS Nombre de 1 o d
i ¥ Muestra {0 ubicacién sin ombre de fa Todos Ausencia e ge
w variante Por 1 Centro Centro Centro d Llamadas coincidencia
> —G\ HGVS) centro os 1 2 3 ¢ incorrectas
o centros llamadas¢ .
i 57 ; c.3209G>A R1070Q -6 : 18 | 6 i 6 6 i 0 0 100
58 <.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
58 €1521_1523delCTT F508del i 6 0 18 6 6 1 6 0 0 100 }
H . )
58 €2991G>C L997F 6 18 6 6 6 0 0 100
59 . c1408G>A V470M L6 o, 18 1 6 . 6 1 & 0 0 , 100
59 c2562T5G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
59 c.3205G>A G1069R 6 18 6 : 6 6 0 0 | 100 ‘
60 < 1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
| 60 25621>C TRSAT 6 | 18 6 6 6 | 0 0 100
60 c4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
60 | c617TC 1206W 6 8 ;6 i 6 1 & i 0 0 S T
61 <. 1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
61  C2260G>A V754M e 18 L 6 . 6 6 0 0 {100
61 c4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100 C
| 62 ‘ c.1408G>A | V470M i 6 18 ; 6 [ 6 : 0 0 100 l,a
62 ¢2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
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Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

e 5
&
§ ol ﬁ\ Resultados totales Llamadas coincidentes Total {todos los centras)
@ Nombre de la HGVS
3= Muest bicacién si Nombre de la Todos Ausencia % de
283 uestra i:GuV:}aﬂon sin variante Por los Centro Centro Centro de Llamadas coincidencia
o .
§> g centro contros 1 2 3 llamadase incorrectas
62 | c988C>T G330X 6 B8 . 6 1 6 ' 6 0 0 100
64 c1040G>A R347H 6 18 6 6 6 0 0 100
64 ¢ 1408G>A V470M 6 18 1 6 L & i 6 0 0 - 100 )
64 c.2562T>G TRS4T 6 18 6 6 6 0 0 100
" 64 P c4389G>A , Q1463Q .6 18 6 . 6 1 6 | 0 i 0 : 100
65 ¢.948delT 1078delT [ 18 6 6 6 0 ¢ 100
66 | C1408G>A © VA70M C o6 1 18 | 6 < 6 | 6 0 i 0 100
66 ¢1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
L 66 | c532G>A i GI78R 6 18 6 6 6 0 0 00 |
67 C1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
Fy | C1647T5G S549R 6 18 ; 6 i 6 6 | - 0 0 100
. i {c.1647T>G) | | f
68 c 1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
68 C1646G>A | S549N e 18 ' 66 6 0 ! 0 T 100
68 2562T>G TB54T 6 18 6 6 6 0 0 100
68 | c4389G>A | Qu63Q 618 & - 6 6 0o 0 ;100
o %5 69 c.2506G>T D836Y 6 18 6 6 6 0 0 100
6 -
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(2]
(e}
o ER
PRy
3 @ Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
zga Nombre de la HGVS o
B O M (o ubicacién si Nombre de 1a Todos Ausencia Yo de
> =) uestra 0 ublcacion sin variante Por los Centro Centro Centro d Llamadas coincidencia
) @ HGVS) centro 1 2 3 N incorrectas
centros Hamadase
L(,g c2537G>A | wad6X 6 8 | 6 i 6 1 6 | o 0 100
70 c.1408G>A V470M 6 18 3 6 6 0 0 100
70 1 c2562T>G T854T P 6 18 6 L6 I 0 | 0 : 100 :
70 ¢.3485G>T R1162L 6 18 6 6 6 0 0 100
| 70 CA389G>A Q1463Q 6 18 | & | 6 | 6 0 0 5 100
71 c.1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
71 { ¢1521_1523deICTT F508del ¢ ¢ 18 . 6 t 6 1 6 0 ; 0 100
71 C2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
(71 c274G>T E92X 6 18 6 6 6 0 0 100
7 c4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
72 | €1022_1023insTC D 1154insTC 6 18 6 | 6 5 1 | 0 94,44 1
72 C1408G>A V470M 6 18 6 6 5 1 0 94,44
" D 2562T5G * 1854T 6 ¢ 18 | 6 6 5 1 | 0 . o444
72 CA389G>A Q1463Q 6 18 6 6 5 1 0 94,44
[ 72 © c489+1GST  62141G5T L 18 6 6 | 5 1 0 L 9444 j
L 1
5O 73 .1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
® o
pung ok
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Ensayo de secuenciacion clinica dea fibrosis quistica MiSeqDx™

1

X
Q
29
pcg e I Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
%5 Nombre de la HGVS
03, Q e s e Nombre de la Todos Ausendia % de
- Xe Muestra :‘;é’g:}"“”" sin variante Por Tos Centrc | Centro | Centro de Llamadas coincidencia
> % centro centros 1 2 3 Namadase incorrectas
N -
L73 | c162G>T - Cs42X 6 ¢ 18 6 6 6 0 0 100
73 c1826A5G H609R 6 18 6 6 6 0 0 100
[_74 L e 1408G>A V470M 6 . 18 6 6 5 0 1 94,44
74 ¢1429C>T P477S 6 18 6 6 6 0 0 100
71 | C15211523deICTT ~ F508del 6 | 18 6 6 6 0 0 00 |
75 C1408G>A V470M 6 18 6 5 6 1 0 94,44
Es | €15211523delCTT ; F508del 6 | 18 6 5 6 " 0 L o444
75 c1721C>A P574H 6 18 6 5 6 1~ 0 94,44
|'_76 C1408G>A V470M P 18 6 6 6 0 0 100
76 ¢1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
'L75 | c2562T5G . TeS4T & | 18 6 6 6 0 0 b 100
76 c425delT F143L£sX10 6 18 6 6 6 0 0 T 160
76 | c4389G>A Q14630 6 ' 18 . 6 6 6 0 0 i 100
77 C1364C>A A4S5E 6 18 6 6 6 ) 0 100
L7 " e 1408G>A © V470M 3 8 6 6 6 0 0 100 ‘
77 C48941GT 62141G>T 6 18 6 6 6 0 0 100
ol
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nsayo de secuenciacion clinica de la fibrosis guistica MiSeqDx™

8. \
2
w Q2
o a0 ; Resultados totales Llamadas coincidentes Total {todos los centros)
é Nombre de la HGVS Nombre de la o de
wlo @ Muestra {0 ubicacién sin variante Tor Todos Centro Centro Centro | Ausenaa Llamadas coincidencia
> = HGVS) centro los 1 2 3 de incorrectas
: centros Hamadase
'L 78 D C1408G>A L vazom N T S - 0 | 0 L1100
78 C1581A>G E527E 6 18 6 6 6 0 0 100
| 78 . c1680-1G>A 18121 GoA bos 018 0 6 6 6 0 3 0 100 ‘
[ —— . . i
78 2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
[_73 | c312delA | 44delA i 6 18 1 6 . 6 i 6 0 0 100 |
78 c3870A>G P1290P 6 18 6 6 6 0 0 100
78 | c4389G>A | QI463Q 6 | 18 4 6 ; &6 i 6 0 ‘: 0 100
79 ¢ 1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
79 | e220C5T R74W P06 | 18 6 6 | 6 0 0 100 ;
79 2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100
79 c.3808G>A | DI1270N 6 . 18 + 6 6 | 6 0 0 100
80 c-8G>C 117120141 6 18 6 6 6 0 0 100
| 80 . c1408G>A © V470M . 6 . 18 6 6 ' 6 i 0 , 0 ‘ 100
L - . . i : o i i R
80 c1521_1523delCTT F508de! 6 18 6 6 6 0 0 100
r " . . ; X \ Ny o
" 80 © e1657C>T © R553X 6 ' 18 6 6 6 0 : 0 | 100 | @
— - {
oC 80 C2562T5G T854T 6 18 6 6 6 0 0 100 Z
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n

(54
o
£3@
% e ( Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
3= Nombre de la HGVS o
» 9= bicacién si Nombre de la Todos Ausendia Yo de
wb?© Muestra (o ubicacién sin variante Por i Centro Centro Centro d Llamadas coincidencia
I 4 HGVS) centro 08 1 2 3 e incorrectas
: A centros lamadass
81 | c1408GoA L vazom 6 |18 6 6 6 0 0 100
81 ¢.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
81 c1652G>A | G551D 6 18 6 6 6 0 0 100 !
81 c2562T5G TB54T 6 18 6 6 6 0 0 100
[ &1 C4389G>A Q1463Q 6 . 18 6 6 6 0 0 100
[ —
82 ¢1040G>C R347P 6 18 6 6 6 0 0 100
[_32 c1408G>A " V470M 6 18 6 6 6 0 0 100 |
82 ¢.1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
[_sz c4272C>T Y1424Y 6 18 6 6 6 0 0 100
83 c-4G>C 11720145 6 18 6 6 6 0 0 100
83 C1408G>A | V470M 6 | 18 6 6 6 0 0 100
83 €1521_1523delCTT F508del 6 18 6 6 6 0 0 100
g3 i e350G>A i RI117H 6 18 é 6 G 0 0 100 :
84 .1408G>A V470M 6 18 6 6 6 0 0 100
84 ! 1519_1521delATC | 1507del 6 18 6 6 6 0 0
w 29 84 €2562T>G T854T 6 18 6 6 6 0 0
— p
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X
a Resultados totales Llamadas coincidentes Total (todos los centros)
a Nombre de la HGVS Nombre de la o d
6 . ‘2 : . /o de
Muestra f;(;‘?:;qon sin variante Por T‘])::S Centro Centro Centro Aus:lz:aa Llamadas coincidencia
o centro centros 1 2 3 Hamadase incorrectas
84 | c4389G>A Q1463Q 6 18 6 6 6 0 0 100
Total de todas las variantes (coincidencia positiva)** 2580 7740 2562 2553 2565 37 23 99,22
(incluidos los datos de Poli-TG/Poli-T en la Tabia 15)
Total de lodas las cepas salvajes {coincidencia negativa) 2871132 8613396 2865930 2855526 2865932 26006 2 99,70
Total de todas las cepas salvajes y variantes (coincidencia 2873712 8621136 2868492 | 2858079 | 2868497 26043 25 99,70
total}

© Nio se volvieron a comprobar las muestras.

A Un duplicado de cada una de las mucstras 5 y 75 presenté un indice de lamada del 0 %. Investigaciones adicionales indicaron que es posible que las muestras no se hubiersen afiadide a
la placa de muestras antes de la preparacién de bibliotecas.

* Tras su revisién, se comprucba que ¢l operador ha podido altemar las muestras 9 y 10 antes de la preparacién de bibliotecas.

* Excluidas las variantes de Poli-TG/Poli-T, la coincidencia positiva fue del 99,60 %.

fabla15 Reproducibilidad de Poli-TG/Poli-T para ¢l Ensayo de secuendiacidn clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx

LZr ¥ NW

N.2 de resultados Llamadas coincidentes Total de todos los centras
. % de
Panel Muestra Genotipo Por Todos los | Centro Centro Centro Ausendia de Llamadas coincidencia
centro centros 1 2 3 Namadas incorrectas
A 1 (TGN2(T7HTGY2(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 2 (TGNOMSHTGYI0(T)7 6 18 6 6 3 0 0 100 %
A 3 (TGIXM7/(TGY10(T)2 6 18 6 [ 6 0 0 100 %
A 4 (TO)O(TYI(TG)I1(T)7 [ 18 5 6 6 1 0 94,44 %
A 5 (TGNOM7{TGY11{TY7 6 18 6 5 6 1 0 94,44 %
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Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

N.® de resultados

Llamadas coincidentes

Tatal de todos los centros

Panet Muestra Genotipo Por Todos los Centro Centro Centro Ausencia de Llamadas coi::ic;‘eencia
centro centros 1 2 3 llamadas incorrectas
LA 6 | (TGHO(TYY/(TG)10(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 7 (TGHO(MP/(TGHI(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
- 8 . (TGYO(MZH{TG)10(T) 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 9 (TGHTITG)INT7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
[_A - 10 b (TGHHDIATG)I(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
A 11,39 (TG)10(T)9/(TGY10(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A . 12,40 (TG1O(TINTC11(T)7 12 36 12 12 12 0 ] 100 %
A 13 {TGROMS/TONI{T7 6 18 6 6 6 o 0 100 %
A o 14 ‘ (TGNO(H)Z/(TG)11{T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 % “
A 15 (TGNOM7ATCI1(TY7 6 18 6 5 6 1 0 94,44 %
Er A , 16 . (TGNOM9/TGCINT)Y 6 18 6 6 6 0 o 100 % _J
A 17, 41 (TGNOMINTCIITY7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
EA 18,42 (TG)IO(MIATG)I2AMS 12 3 12 12 12 0 0 100 %
A 19 (TGHO(TIINTG)HI(Y)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
[ A 20, 43 (TGHOMOS/ (TGN (T 12 36 12 12 12 0 0 100 %
A 21,44 (TGHO(TY/(TGHIO(TYS 12 36 12 12 12 0 0 100 %
E 2 i (TGYO(M9/TGYIN(TY7 [ 18 6 6 6 0 0 100 %
A 23 {TONOMINTG)1{T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
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sayo de secuenciacion clinica de (a fibrosis quistica MiSeqDx™

V'S SlELSASOIa

®
Q
2
% aga N.° de resultados Llamadas coincidentes Total de todos los centros
3 Panel Muestra | Genoti %o de
“a3 ane uestra enotipo Por Todos los | Centro Centro Centro Ausencia de Llamadas coincidenda
g Q centro cenfros 1 2 3 llamadas incorrectas
H fD e
~N f T RS e T —
A 24,45 | IQUOMYIGONTM7 | 12 36 12, 12 12 0 | 0 : 100 %
A 25 (TQY1O(TYS/(TG)10(T)? 6 18 6 | 6 6 0 0 100 %
A | 26 CIonomYTGIIm7 1 e ! 18 ¢ 6 6 I 6 0 3 0 i 100 % i
: . —
A 27, 46 (TCHO(TYZHTG)11{T)7 12 36 1 i 12 12 0 1 97,22 %
A 28 | (TGYIO(M7ATGI0(T? s | 18 6 i 6 6 0 | 0 0%
A 29 (TG)10(TY7/(TG)12(T)7 6 18 6 4 4 4 0 77,78 %
A : 30 (TGHO(MS/TGHOM7 | 6 18 i 6 ' 6 g 6 : ] 0 ‘ 100%
A 31 (TGHROM7ZHTGHIT? 6 18 6 6 6 0 0 100 %
[ ; }
| A 32 OGum7ZATGHNN? | 6 18 6 ; 6 : 6 ! 0 : 0 100 %
A 33 (TGO(M7HTGNIT7 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
A | 34 oumzren2m7 . 6 18 1 6 |6 6 0 : 0 ; 100 %
A 35 (TGN1(T)7/(TG)I(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
DA 36 U IGIUMZATCNIMN? | 6 18 ; 6 ‘ 6 6 ; 0 é 0 ; 100 % ‘
L : ! i . i . i —_
A 37 (TON1(TZHTGI2AT)? 6 18 6 l 6 6 0 0 100 %
FA 38 - oRoMAIAICHIN? | 6 | 18 6 6 . 6 0 ‘ 0 i 100 %
L. . I
B 47,85 (TGHOM7/(TGYIT)7 12 36 12 } 12 12 0 0 100 %
. 48,86 ' (TGUOMYTGUT? | 12 36 11 11 12 2 ‘ 0 ‘ 94,44 %
oY B 49, 87 (TGY1O(MY(TG)11(T)7 12 36 12 "12 12 0 0 100 %
m
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Ensayo de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

|-
@ \O
Q
2
% 3*5' N.? de resultados Llamadas coincidentes Total de todos los centros
. % de
g % Panel Muestra Genotipo Por Todos los Centro Centro Centro Ausencia de Llamadas ceincidencia
w Q centro centros 1 2 3 llamadas incorrectas
2 B i 50,88 L (TGIOMYITG)I(T7 2 | 36 12 12 12 0 0 100 %
: —
B 51,89 (TGIHTMSHTGNOT)O 12 36 12 1 12 12 0 0 100 %
rs | 52 | TGN M7ATGNT? 6 18 6 ¢ 6 ' 6 0 0 100 %
B 53,90 {TGH1{M7ATGNI(TY7 12 36 12 | 12 12 0 0 100 %
B 54,91 i (TGHO(M9/TG)11(T)? 12| 36 12 12 12 0 0 100 %
B 55, 92 (TGYIO(TY/TGYI0(T)7 12 36 12 12 12 0 0 100 %
B . 56 I (TGYO(M7/(TGY10(T)? 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 57 (TGH2M7/TG)12(T)Y7 6 18 6 [ 6 0 0 100 %
1 B L 58 ‘ (TGHHTI(TG)10(TH9 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B 59 (IGNIM7HTCN2ATY? 6 18 5 6 6 1 0 94,44 %
B {60 (TGPRMYI(TG)I(T)7 6 18 6 6 i 6 0 0 100 % i
B 61 (TGHO(MS/TGY11(T)7 6 18 6 | 6 6 0 0 100 %
[ B | 62 " (TOOM7ATONI(TY 6 | 18 5 & ' 6 1 0 94,44 %
B 63 (TG(TY7HTGN{T)7 6 18 6 | 6 6 0 0 100 %
— ! .
. B 64 ' (TGHOMZHTG)11{T)? 6 : 18 5 6 6 1 0 99,44 %
B 65 (TGIMZ/(TCH1(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B . 66 . (TG)10(MTGYI(TH7 6 j 18 6 & . 6 0 o 100 %
O B 67 (TGHIM7H{TGYINTY7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
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Ensayd de secuenciacion clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx™

FLSASCIA

i

‘¥'sS S

@
% & g N.? de resultados Llamadas coincidentes Total de todos los centros )
g%\ Panel Muestra Genotipo Por Todos los | Centro Centro Centro Ausencia de Llamadas coi::idiencia
; 2 o centro centros 1 2 3 llamadas incorrectas
> 5 LB 68 | Topemi/aonyny | 6 | 8 1 6 i 6 6 o o 00%
B 69 (TGNIM7/(TG)11(T)? 6 18 6 6 6 0 0 100 % )
B ] 70  (TOIOM7ZHTCINT7 3 [ 18 E 6 | 6 6 ‘ 0 0 P 100 % _j\
B 71 (TGYIO(MI9TG)11(T)7 6 18 6 l 6 6 0 0 100 %
B |72 CIGNMIATOINMS 1 6 18 .5 _P 6 5 : 2 i 0 | 88,89 %
B 73 (TGHOT)/ (TGN 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B | 74 | (TGNOHY/TGH (T 6 | B : 6 . 6 1 & 0 ! 0 100 %
B 75 (TGHOM7HTGYINT)9 6 18 6 5 6 1 0 94,44 %
]'L B P76 (TG)IHTY7/(TGHIO(T)9 6 18 6 ! 6 6 ‘ 0 0 100 % |
B 77 (TGY10(T)9/(TG)10(T)9 6 18 6 6 6 0 0 100 % B
B 78 (TG)10(N7/(TG)10(T)9 6 18 5 . 6 1 6 1 0 94,44 %
B 79 (TGNOM7HTCYIL(T)7 6 18 6 6 6 0 0 100 %
B ' 80 L (TGUIMM7/TGHINe | 6 18 e 0 0 0 : 18* ' 0%
B 81 T(TC)]O(‘I)?/('I‘G)]O('I‘)9 6 8 6 : 6 6 0 0 100 % d
"B | 82 (TG0 1(TY7 L6 18 ] 6 ‘ 6 | 6 : 0 ‘ 0 : 100 % )
LTa 83 {TGNO(MS/(TGN2(T)5 6 T 18 6 | 6 6 0 0 100 % B
LB_ 8 o (TGROTYATGHOMY 6 18 6 6 - 6 0 , 0 | 100%
0® Total de variantes de Poli-TG/Poli-T 552 1656 537 540 543 17 19 97,83 %
am (coincidencia positiva}
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‘ Ensayo de secuenciacién clinica de |a fibrosis guistica MiSeqDx™

* Las 18 muestras fueron coincidentes entre ellas, pero no coincidieron con la secuenciacién bidireccional de Sanger.
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Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiS

Extraccién de ADN

Se evaluaron tres métodos de extraccidn comercializados utilizados con frecuencia (extraccién de bolas magnéticas,
precipitacién por alcohol y aislamiento de la columna de filtrado de silicio) con sangre total anticoagulada con EDTA
K,. Durante el estudio, se utilizé un total de 14 muestras de sangre. Dos muestras eran de cepa salvaje, mientras que
las demas muestras contaban con genotipos tinicos que representaban nueve variantes diferentes, entre las que se
incluian variantes excepcionales y comunes. Para la variante Poli-TG/Poli-T, se incluyeron las muestras con (T)5-8 y
(TG)10-12, Dos operadores diferentes comprobaron independientemente los tres métodos de extraccién de ADN:Cada
operador llevé a cabo tres experimentos por método de extraccién. Cada operador realizé cada una de las
extracciones en dfas diferentes. La concentracién de ADN y el indice de A260/A280 de las muestras de ADNg
extraidas se determinaron mediante espectrometria. El tamafio de las muestras total para cada método de extracaién
de este estudio fue de 168 (14 muestras x 2 operadores/método de extraccién x 3 experimentos/operador x 2
duplicados/muestra de ADNg extraida).

. Numero de fndice de indice de
Método de extraccion muestras Precision muestras|del
. R [lamada . .
. analizadas primer paso
Predipitadn por alcohol 168 599,99 % 599,99 % 100 %
1 . - e
Aislamiento de la columna de filtrado de silico 168 >99,99 % >99,99 % 100 %
h-- : ——
Extraccion de bolas magnéticas 168 »>09,99 % >99,99 % 100 %

* Porcentaje de muestras con un indice de Hlamada superior al 99 % en ¢l primer experimento.

Entrada de ADN

El rango de entrada de ADN del Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina se,
evalué llevando a cabo un estudio de dilucién en serie con 14 muestras de ADN representativas que contenian 16
variantes tinicas de la fibrosis quistica. Cada muestra se evalu6 por duplicado en nueve niveles de entrada de APN
que oscilaban entre 1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 5 ng y 1 ng). Para determinar la
precisién, se compararon los genotipos de muestras con los datos de secuenciacion bidireccional de Sanger y las
deleciones se compararon con un ensayo de PCR. Los niveles 1250 ng y 25 ng se establecieron como el limite suﬂerior
e inferior para la entrada de ADN respectivamente, ya que arrojaron un indice de muestra de primer paso del 9% % o
superior, sin llamadas incorrectas (100 % de precisién y de indice de llamada).

Las entradas de ADN de 1250 ng, 250 ng y 100 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN representativas
y, al menos, 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra (n =4 x 20 = 80 muestras), mientras quie el
limite inferior de 25 ng se analizé con 14 muestras y 20 duplicados de cada muestra (n = 14 x 20 = 280 muestras).|La
precisién y el {ndice de muestra del primer paso fueron del 100 % en todos los niveles de entrada de ADN.

Sustancias interferentes

Para evaluar el impacto de las sustancias interferentes en el sistema de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina, se|cali-
fict el rendimiento del ensayo en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes. En el estudio, se analizaron
16 muestras de sangre total con genotipos de fibrosis quistica Gnicos. Se analizaron cuatro sustancias interferentes endd-
genas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) afiadiéndolas a las muestras de sangre antes de la extraccién
de ADN. En la tabla siguiente se muestran los limites de concentracién de cada sustancia. Asimismo, para evaluar la
interferencia resultante de la extraccién de sangre (extraccién breve), se afadié EDTA a las muestras de sangre, y, para
evaluar la interferencia resultante de la preparacién de muestras, se afiadié el tampén de lavado final del métodd de
aislamiento de la columna de filtrado de silicio al ADN gendmico purificado.

El Ensayo de secuenciacién clinica de la fibrosis quistica MiSeqDx arrojé un {ndice de llamada del 100 % con todas
las muestras analizadas, ast como una reproducibilidad del 100 % en las llamadas de genotipo entre muestras en
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presencia y ausencia de sustancias interferentes. No se observaron interferencias relacionadas con sustancias inter-
ferentes exdgenas o enddgenas.

Para evaluar el impacto de la interferencia del cebador de indice del multiplexado, se llev6 a cabo un estudio de la
contaminacién cruzada con dos muestras, cada una de ellas con genotipos homocigéticos (inicos en cuatro posiciones
gendémicas diferentes, y dos cebadores de indice respectivos. No se observaron cambios en las llamadas de variantes
con niveles de contaminaci6n inferiores al 40 %. El genotipo de la muestra pas6 a ser heterocigdtico cuando los niveles
de contaminacién eran iguales o superiores al 40 %.

r Concentracién Concentracion
Sustancia de prueba Nﬁz:f;ﬂc?;gi o COm}:::ng::a " comg;::;):;la o« indice de Nlampda
(limite superior) {limite inferior)
Bilirrubina 16 684 pmolil 137 pmol/l 100 %
Col‘e.stc;';l o - 16 13 mmoel/ 2,6 mmol/l 100% !
“Hemoglobina 16 24! 04/ 100%
;l'ri-él-i-céridc;s o 16 37 mmol/l 7.4 mmoli 100 %
i h-DT—; N o 16 7,0 mg/ml 2,8 mg/ml 100 %
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Etiquetado de productos
los

Consulte 1a leyenda de los simbolos que se proporciona con cada kit para obtener informacién completa sobre
simbolos que pueden aparecer en el embalaje o el etiquetado de los productos.
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PARA USO DIAGNOSTICOINVITRO

N.° de catalogo DX-102-1004: 2 experimentos, hasta 96 muestras por kit

N.° de catalogo DX-102-1003: 20 experimentos, hasta 960 muestras por kit

Uso previsto

El ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Mlumina es un sistema de diagnostico in vitro cualitativo

que se utiliza para detectar de forma simultanea 139 mutaciones 'y variantes de interés clinico que provocan la

enfermedad de la fibrosis quistica del gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR)

en ADN gendmico aislado de muestras de sangre humana total periférica. Entre las variantes se incluyen las

recomendadas por la institucién estadounidense de genética médica (American College of Medical Genetics) en 20041
y la institucién estadounidense de obstetras y ginecélogos {American College of Obstetricians and Gynecologists) en
20112 La prueba se ha disefiado para el cribado de portadores en adultos en edad reproductiva y en pruebas|de

diagnéstico de confirmacién de recién nacidos y nifios, y como prueba inicial de respaldo en el diagnéstico de

personas con posibles sintomas de fibrosis quistica. Los resultados de esta prueba los debe interpretar un especialista
en genética molecular clinica o equivalente certificado y se deben utilizar junto con otra informacién clinica y de

laboratorio disponible.

Esta prueba no estd indicada para el cribado de recién nacidos, pruebas diagndsticas de fetos, pruebas previas a

implantaciones ni fines diagndsticos independientes.
La prueba esta destinada para su uso en el instrumento MiSegDx de Hlumina.

Resumen y explicacion del ensayo

Descripcion clinica

La fibrosis quistica {FQ) es una de las enfermedades genéticas més comunes del mundo occidental y el trastorno
autosdmico Tecesivo més frecuente que supone una amenaza para la vida entre la poblacién blanca no hispanica??

La FQ afecta a la viscosidad de las secreciones mucosas y al epitelio de las vias respiratorias, el pancreas, los

intestinos, el sistema hepatobiliar, el tracto genital masculino y las glandulas sudoriparas, lo que provoeca

enfermedades multisistémicas complejas en varios 6rganos.+¢ Cabe destacar que los pulmones son el principal sistema
anatémico asociado con la morbilidad y mortalidad # En muchos casos, el deterioro nutricional presagia la progresion
de 1a enfermedad pulmonar de la FQ. En consecuencia, un enfoque clave de los esfuerzos intervencionistas actuales es
el diagndstico precoz mediante el cribado de los recién nacidos?, Io que permite facilitar un acceso a tiempo 'a los

servicios médicos fundamentales y garantizar el mejor resultado posible para las personas que padecen esta
enfermedad 47 Aunque existen diferencias en la supervivencia segtin el sexo (se registra una mediana corres
a la supervivencia superior en los hombres que en las mujeres), el valor de la mediana correspondiente a la

supervivencia es de 38,3 afios en EE. UUSs

Variantes e incidenciade la CFTR

ondiente

{

Ei gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) identificado en 1989 se enguentra en
el brazo largo del cromosoma 7 y contiene 27 exones de codificacidn repartidos en 230 kbt Un ARNm de 6,5 kb
producido por el alelo normal codifica CFTR, una proteina integral de membrana de 1490 aminoéacidos que funciona

como un canal de cloruro regulado en las células epiteliales de varios 6rganos.#5 En la actualidad, hay mas
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variantes de CFTR descritas, y la mayoria de ellas son mutaciones puntuales?
La variante mas habitual de la CFTR es el alelo F508delS, que representa casi un 70 % de todas las variantes de la

CFTR 2 No obstante, a menudo, otras variantes habituales de lIa CFTR suelen conllevar el fenotipo de la FQ y ptras
enfermedades relacionadas con la CFTR37%

La fibrosis quistica tiene una incidencia estimada de uno entre 2000 a 4000 nacidos vivos y una prevalencia de, apro-
ximadamente, 30 000 personas en la poblacion estadounidense Se da en todas las poblaciones étnicas y raciales en fre-
cuencias distintas: una de cada 3000 personas de origen caucasico, uno de cada 9200 hispanoamericanos, uno ¢e cada
10 900 americanos nativos, uno de cada 15 000 afroamericanos y uno de cada 31 000 asidtico-americanos.t ¢ En la
Tabla 1 se proporcionan los calculos actuales de frecuencia de portadores de la mutacién de CFIR por etniag en los
EE. UU. basados en una cohorte de 364 890 individuos sometidos a pruebas para determinar portadores sin ante-
cedentes familiares de fibrosis quistica.

Tabla 1 Frecuenda general de portadores de mutacién de fibrosts quistica
en distintos grupos étnicos de EE. UULY

Grupo étnico | Frecuencia de portadores observada
Afroamericano len 84
Americano nativo len70
Asiatico 1en 242
Caucdsico len28
De QOriente Medio len9l
Hispano len59
Judio 1en32
Judio asquenazi len29
Sudasidtico 1en 118
Ofra etnia lenlll
Mas de un origen étnico len34
Mitad afroamericano 1en56
Mitad caucasico len32
Mitad hispano 1en 51
No se indica len 3?7
Todos los individuos len 3§

Descripcion general del proyecto GFTR2

El proyecto CFTR2 es una iniciativa internacional liderada por un equipo de investigadores y médicos, y financiada
por el instituto estadounidense de sanidad (National Institute of Health) y la fundaci6n para la fibrosis quist{ca de EE.
UU. (U.S. Cystic Fibrosis Foundation).!*-12 Este proyecto se ha concebido para proporcionar informacion clinfca y fun-
cional detallada y revisada por expertos acerca de las variantes de CFTR. Para validar clinicamente todas las| variantes
de la fibrosis quistica con frecuencias de alelos de un minimo del 0,01 %, 25 registros de fibrosis quistica y médicos de
todo el mundo!® aunaron recursos con ¢l fin de emparejar informacién clinica de mas de 39 000 pacientes con fibrosis
quistica con, aproximadamente, 1900 variantes de fibrosis quistica que se habian registrado con el paso de los afios en
la base de datos del CFTRI en el hospital de pediatria Hospital for Sick Children de Toronto {Canadd).!v13 Se ana-
lizaron las caracteristicas clinicas, tales como la concentracién de cloruro en sudor, la funcidn pulmonar (prédiccién
de FEV1%), v el estado pancreético junto con la informacion de genotipo de CFTR. El enfoque sistematico del andlisis
simultineo de estas variantes desde perspectivas clinicas, funcionales y genéticas definié 134 variantes uinicas que cau-
san la fibrosis quistica en 129 posiciones gendmicas tinicas {ya que, en el caso de cinco posiciones, aparecen dos cam-
bios de nucleétidos en la misma posicidn) que ya se encuentran en la base de datos del CFTR2 (desde agostq de 2013).
Se espera que el uso de un panel que abarque todas estas variantes incluya al 95,4 % de los alelos que causan la fibro-
sis quistica y permita aumentar la identificacién de parejas en riesgo mediante la deteccién de ambos alelos de un
72 % a, aproximadamente, un 91 % con el panel de 23 variantes recomendado por la ACMG.
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Variantes de CFTRen el panel

Las variantes notificadas por el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx se seleccionaron especificamente
porque representan todo el conjunto de variantes clinicamente validadas clasificadas como causantes de la FQen la

base de datos del CFTR2 de la universidad Johns Hopkins University, un producto de la iniciativa CFTR2.

El ensayo realiza pruebas de lo siguiente: 134 variantes que provocan la FQ, una variante de panel recomendada por la
institucion estadounidense de genética médica (ACMG) (R117H, clasificada como mutacién de consecuencia clinica
variable [MVCC] segtin CFTR2), una variante de modificacién descrita de forma secundaria (Poli-TG/Poli-T) y, tres
variantes benignas descritas de forma secundaria (I506V, 1507V y F508C)" para un total de 132 variantes descriéas.

R2,

Las 134 variantes que causan la FQ corresponden a 129 variantes que causan la FQ de la base de datos del CF

La base de datos del CFTR2 incluye cinco variantes que causan la FQ que pueden sufrir el mismo cambio en éiel nivel
proteico a partir de dos cambios de nucleétidos diferentes como, por ejemplo, S466X(C>A) y $466X(C>G). Estas cinco
variantes se enumeran de acuerdo con el codén de aminoacidos de la base de datos del CFTR2 (por ejemplo, 5466X),

mientras que el ensayo especifica cada una de las variantes como, por ejemplo, S466X(C>A) y 5466X(C>G). La ista de
139 variantes que especifica el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx se muestra en la Tabla 2.
Fabla? Resumen de variantes del Ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx
(Por orden de coordenadas gendmicas; negrita = ACMG-23; cursiva = descritas de forma secundaria)
M1V T3381 Q552X 3121-1G>A
CFTR dele2,3 1154insTC R553X 3272-26A>G
Q39X S341P AS59T L1065P
E60X R347H R560T R1066C
P67L R347F R560K R1066H
R75X R352Q) 1811+1.6kb A>G L1077P
G85E 1213delT 1812-1 G=A WI1089X
394delTT 1248+1G>A E585X Y1092X (C>A)
405+1 G>A 125%nsA 1898+1G>A Y1092X (C>G)
406-1G>A WA401X (.1202G>4A) 1898+3A>G M1101K
E92X W401X (2.1203G>A) 2143delT E1104X
E92K 1341411G>A R709X R1158X
Q98X Poli-TG/Poli-T K710X R1162X
457TAT>G 1461ins4 2183delAA>G 3659delC
D110H AABSE 2184insA 51196X
R117C 1525-1G>A 2184delA W1204X (c.3611G>A)
R117H S466X (C>A) 2307insA W1204X (c.3612G>A)
Y122X S466X (C>C) L732X 3791delC
574delA 14671 2347delG 3849+10kbC>T
621+1G>T 1548delGt R764X G1244E
663delT 5489X 2585delT 3876delA
G178R S5492F E822X SI1251IN
711+1G>T Q493X 262241G>A 3905insT
71143A>G 1507del E831X W1282X
71145 G=A F508del W846X 4005+1G>A
712-1 G>T 1677delTA R851X N1303K
H199Y V520F 2711delT 4016insT
P2055 Q525X+ 2789+5G>A Q1313X
L206W 1717-8G>A Q890X 4209TGTT>AA
Q220X 1717-1G>A L927P CFTRdele22,23
852del22 G542X 5945L 4382delA
1078delT S549R (c.1645A>C) 3007delG 1506V
i/
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G330X 5549R (c.1647T>G) G970R 1507V
R334W S545N 3120G>A F508C
1336K G551D 3120+1G>A

1 Clasificado en la base de datos del CFTR22 como una variante que provoca la FQ, mientras que el ardculo de Sosnay® clasifica la
variante como indeterminada. La clasificacién de la base de datos es mas reciente y refleja la prueba funcional completa, que no
estaba disponible en el momento de la publicacion de Sosnay.

Principios del procedimiento

El ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina conlleva dos procedimientos principales. [El

primer procedimiento consiste en preparar manualmente las muestras para la secuenciacion, lo que se denomlfta
preparacién de bibliotecas. La preparacion de bibliotecas consta de cuatro pasos clave: la hibridacidn, la extension-

ligadura, la amplificacién PCR y la normalizacion de bibliotecas. El segundo procedimiento consiste en secue hciar la

muestra preparada mediante el uso de la quimica de 5BS (secuenciacién por sintesis) en MiSeqDx.

Preparacion de bibliotecas
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A Hibridacién: El primer paso, la hibridacién, hibridiza un grupo de oligonucleétidos ascendentes y descer
especifico del Ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx en refacidn con el ADN gendémico de
muestra. Al final de este proceso, un procedimiento de lavado de tres pasos con un filtro con capacidad
seleccién de tamafio elimina los oligonucdledtidos sin ligar del ADN gendmico.

B Extensién-ligadura: El segundo paso, la extension-ligadura, conecta los oligonuclestidos ascendentes y
descendentes hibridados. Una ADN polimerasa se extiende desde los oligonucledtidos ascendentes hasta
region objetivo, a lo que le sigue la ligadura hasta el extremo 5’ del oligonucleétido descendente con una
ligasa. El resultado es la formacién de productos que contienen oligonudedtidos espedficos de la fibrosis
flanqueados por las secuencias requeridas para la amplificacion.

C Amplificacién PCR: El tercer paso, la amplificacion PCR, amplifica los productos de extensién-ligadura

1dentes
la
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—

a
ADN
quistica

ron

cebadores que afiaden secuendias de indice para el multiplexado de muestras, asi como los adaptadores comunes

necesarios para la generacion de grupos en MiSeqDx. Al final de este proceso, un procedimiento cle imp
PCR purifica Ios productos de PCR (denominado biblioteca).
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D Normalizacién de bibliotecas: El paso final, la normalizacién de bibliotecas, normaliza la cantidad de cala
biblioteca para garantizar una representacién de bibliotecas més equitativa en la biblioteca agrupada definitiva.
Al final de este proceso, la biblioteca agrupada se carga en MiSeqDx para proceder con la secuenciacién mediante
el use de la quimica de 5BS.

Secuenciacién
La quimica de SBS se vale de un método basado en terminadores reversibles para detectar bases de nucle6tido unico
en la incorporacién a las cadenas de ADN en crecimiento. Durante cada ciclo de secuenciacion, se afiade un
desoxinucledtido trifosfato (dNTP) tnico marcado con fluorescencia a la cadena de acido nucleico. El nucledtido
marcado sirve como terminador para la polimerizacién, de modo que tras cada incorporacién de dNTP, el colorante
fluorescente se digitaliza para identificar la base y, a continuacién, la segmentacion enzimatica para permitir 1
incorporacién del nucledtido siguiente, Puesto que los cuatro dNTP ligados al terminador reversible (A, G, T, C)
estan presentes como moléculas tnicas, la competencia natural minimiza la tendencia a la incorporacién. Las [lamadas
de bases se realizan directamente a partir de Ias mediciones de intensidad de la sefial durante cada ciclo de
secuenciacion. El resultado final es la secuenciacion base por base.

Andlisis de datos
MiSeq Reporter procesa las llamadas de bases generadas durante el anélisis principal y genera informaci6n sobre cada
muestra seg(in la informacién especificada en la hoja de muestras, lo que se denomina analisis secundario. El andlisis
secundario incluye el demultiplexado, la generacién de archivos FASTQ, la alineacion, las llamadas de variantes y la
generacién de archivos VCF que contienen informacién sobre las variantes de CFTR que se encuentran en posiciones
especificas del genoma de referencia.

« Demultiplexado: Es el primer paso del andlisis secundario si la hoja de muestras contiene varias muestras y
el experimento tiene lecturas de indice. El demultiplexado separa datos de las muestras agrupadas e
funcién de los indices de secuencia tinicos que se afiadieron durante el paso de amplificacion PCR.

¢ Generacién de archives FASTQ: Tras el demultiplexado, MiSeq Reporter genera archivos intermedigs en
formato FASTQ, que es un formato de texto empleado para representar secuencias. Los archivos FASTQ
contienen las lecturas de cada muestra y las puntuaciones de calidad, excepto las lecturas de los grulpos que
no hayan superado el fiitro.

« Alineacién: La alineacién compara secuencias con la referencia para identificar una relacién entre las
secuencias y asigna una puntuacién en funcién de las regiones de similitud. Las lecturas alineadas se
escriben en archivos con formato BAM. MiSeq Reporter utiliza un algoritmo de Smith-Waterman de [pandas
que realiza fas alineaciones de secuencias locales para determinar regiones similares entre dos secusncias.

» Llamadas de variantes: Este paso registra las variantes de nucleétido unico (SNV), las inserciones y
deleciones, y otras variantes estructurales en un archivo de prueba normalizado llamado
MiSeqDxCF139VariantAssay.txt. Para obtener mas informacién, consulte la seccién Archivo del informe del
analisis de la Guia del usuario de MiSeq Reporter (n.? de referencia 15038356_ESP).

Limitaciones del procedimiento

1 Para uso diagnéstico in vitro. Los resultados obtenidos con el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica
MiSeqDx de lllumina se deben utilizar e interpretar en el marco de una evaluacién clinica completa

2 Fl ensayo se ha disefiado para Ia identificacion de un subconjunto especifico de variantes conocidas en el gen
de la CFTR y no incluye todas las variantes identificadas en él. Por lo tanto, la no identificacién de tna
variante no garantiza que no existan otras variantes de la CFTR en las muestras que se estén analizando.

3 Las variantes identificadas con este ensayo varian en frecuencia en funcién de las distintas poblaciones.

4 Del mismo modo que con cualquier ensayo basado en hibridacién, los polimorfismos o las variantep
subyacentes en regiones de ligadura de oligonuclestidos pueden afectar a los alelos que se estén
comprobando y, en consecuencia, a las llamadas realizadas.
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5 El ensayo no puede determinar si la orientacién de la variante Poli-TG/Poli-T respecto de la variante RT17H

es del tipo cis-trans. En el caso de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar prﬁebas
adicionales para determinar si una variante Poli-TG/Poli-T, que podria afectar al fenotipo clinico (por,
ejemplo, 12-13[TG] o 5T), se encuentra en orientacién cis-trans respecto de la variante R117H.

6 Poli-TG/Poli-T son regiones homopoliméricas conocidas por ser dificiles de interpretar con ensayos basados
en secuencias debido al destizamiento de la polimerasa. Se obtuvo un indice de llamadas incorrectas|del
0,9 % (4/448) con los resultados de Poli-TG/Poli-T, lo que arrojé una discrepancia de = 1 TG en comparacién

con la secuenciacién bidireccional de Sanger (Tabla 17).

Componentes del producto

La plataforma MiSeqDx de llumina consta de lo siguiente:

s Ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx (n.? de catdlogo DX-102-1004 o DX-1 02-1003)

 Instrumento MiSeqDx (n.? de catilogo DX-410-1001)

Reactivos

Reactivos suministrados

Ilumina proporciona los reactivos para el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Numina. El n.* de
catélogo DX-102-1003 se ha configurado para 20 experimentos con un méximo de 48 muestras por experimento (hasta
un total de 960 muestras). EI n.2 de catdlogo DX-102-1004 se ha configurado para dos experimentos con un méaximo de
48 muestras por experimento (hasta un total de 96 muestras).

Ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx, caja 1

Tabla 3 Reactivos de preamplificacién de la caja 1A

Cantidad Volumen
Componente de Principios activas Almacenamiento
DX-102-1003 | DX-102-1004 | [lenado

Grupo de 10 tubos 1 tube 600 ul | Solucién acuosa tamponada que | Entre 25°Cy -15°C
oligonudledtidos de contiene oligonuclestidos
139 variantes de espedficos para el gen de CFTR
fibrosis quistica )
Tampon de 10 tubos 1 tubo 232 ml | Solucién acuosa tamponada que ¢ Entre -25°Cly -15 °C
hibridacién contiene sales y formamida
Mezcla de extensidon- | 10 tubos 1 tubo 48ml | Solucién acuosa tamponada que | Entre -25°Cly -15 °C
ligadura contiene una mezcla patentada

de ADN polimerasas, ADN ligasa

y dNTP
Cebadores de indice | 10 tubos por | 1 tube por 192 ul | Cebadores de PCR con Entre -25 °Cly -15°C
A (A501) - H (A508) cebador cebador secuendas de indice y

adaptadores de secuendiacién
Cebadores de indice 1 | 10 tubos por | 1 tubo por 128 ul | Cebadores de PCR con Entre -25 °Cly -15 °C
(A701) - 12 (A712) cebador cebador sccuendias de indice y

adaptadores de secuenciacién
Polimerasa de PCR 10 tubos 1 tubo 56 ul ADN polimerasa patentada Entre -25°Ciy -15°C
Mezda maestra de 10 tubos 1 tubo 28ml | Solucién acuosa tamponada que | Entre -25 °Cly -15 °C
PCR contiene sales y dNTP
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Tabla 4 Reactivos de posamplificacién de la caja 1B

Cantidad Volumen
Componente de Principios activos Almacenamiepto
DX-102-1003 | DX-102-1004 | (lenado
Diluyente de 10 tubos 1tubo 46ml | Seluddn acuosa tamponada que | Entre -25°C y[-15 °C
normalizacion de contiene sales, 2-mercaptoetanol
bibliotecas y formamida
Tampon de dilucion | 10 tubos 1 tubo 45ml | Soluddn acuosa tamponada Entre -25°C y|-15 °C
de biblioteca
Control interno PhiX | 1 tubo 1 tubo 10 pt Solucdidn acuosa tamponada que | Entre -25 °C y}-15°C
contiene ADN gendmico PhiX

Ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx, caja 2

Tabla 5 Reactivos de posamplificacién de la caja 2

Component Cantidad Contenid Al ient
ponente DX.1051003 T DX-105-1004 | Comtenido macenamiento
Cartucho de reactivo | 20 cartuchos | 2 cartuchos | Cartucho de un solo uso que contiene Entre -25°C y{-15°C

de MiSeqDx del
ensayo de 139
variantes de FQ

reactivos para la generacidon y secuenciacién
de grupos para su uso con MiSeqDx, incluidos
formamida, 2-mercaptoetanol y DMSO <2 %

Ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx, caja 3

Tabla 6 Reactivos de preamplificacion de la caja BA

Cantidad Volumen
Compenente de Principios activos Almacenamiento
DX-102-1003 | DX-102-1004 | Jlenado
Tampén de lavade 10 botellas 1 botella 24 ml Solucién acuosa tamponada que | Entre 2°Cy 8°C
restrictivo contiene sales, 2-mercaptoetancl
y formamida
Tampén de lavado 10 tubos 1 tubo 4,8m! | Solucién acuosa tamponada que | Entre 2°Cy §°C
universal contiene sales
Tabla7? Reactivos de posamplificacion de la caja 3B
Cantidad Valumen
Componente de Principios activos Almacenamignto
DX-102-1003 | DX-102-1004 | (lenado |
Bolas de lmpiezade |10 tubos 1 tubo 5ml Solucién acuosa tamponada que | Entre 2°Cy §°C
PCR contiene bolas paramagnéticas
de fase solida y polietilenglicol
Lavado de 20 tubos 2 tubos 48ml | Solucidn acuosa tamponada que | Entre2°Cy 8°C
normalizacién de contiene sales, 2-mercaptoetanol
bibliotecas y formamida
Bolas de biblioteca 10 tubos 1 tubo 12m} | Soluddn acuosa tamponada que | Entre 2°Cy 8°C
contiene bolas paramagnéticas '
de fase solida
Celda de flujo de 20 2 1 celda de | Sustrato de cristal con Entre 2°Cy 8°C
MiSeqDx del ensayc | contenedores | contenedores flujo oligonudedtidos ligados de
de 139 variantes de manera covalente
FQ
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSegDx™

Ensayo de 139 variantes de fibrosis guistica MiSeqDx, caja 4

Tabla § Reactivos de posamplificacién de la caja 4

Cantidad Volumen

Compaonente de Principios activos Almacenamiento
DX-102-1003 | DX-102-1004 | {jenado

Solucién SBS de 20 botellas 2 botellas 353,1ml | Solucidn acuosa tamponada Entre 2°C y 8FC

MiSeqDx (PR2) del
ensayo de 139
variantes de FQ

Ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx, caja 5

Tabla 9 Reactivos de preamplificacion de la caja 5

Cantidad Volumen
Componente de Principios actives Almacenamiento
DX-102-1003 | DX-102-1004 | jlenado
Placa del filtro 20 placas 2 placas N/A Placa de microtitulacion de Entre 15 °C y B0 °C

polipropileno con una membrana
de polietersulfona modificada

Tabla 10 Reactivos de posamiplificacidn de la caja &

Cantidad Volumen
Componente de Principios activos Almacenamiento
DX-102-1003 | DX-102-1004 | {lenado
Tampén de elucidn 10 tubos 1 tubo 4,8ml | Soluddn acuosa tamponada Entre 15°C y 80 °C
Tampdn de 10 tubos 1 tubo 35ml | Soluddn acuosa tamponada Entre 15 °Cy Bd °C
almacenamiento de
biblioteca

Reactivos necesarios no suministrados

Reactivos de preamplificacion
» NaOH 10 N (preparacion a partir de comprimidos o uso de una solucién estandar)
¢ Tampon TE
* Apgua sin ARNasa ni ADNasa

Reactivos de posamplificacion

e NaOH 10 N (preparacién a partir de comprimidos o uso de una solucion estandar)
» Etanol, 200 proof, para biclogia molecular

* Tampdn TE

s  Agua sin ARNasa ni ADNasa

Almacenamiento y manipulacion

1 La temperatura ambiente se define como la temperatura que oscila entre 15 °Cy 30 °C.
2 Los siguientes reactivos se suministran congelados y permanecen estables cuando se almacenan a una
temperatura de entre -25 °C y -15 °C hasta la fecha de caducidad especificada.
~ grupo de oligonuclesdtidos de 139 variantes de fibrosis quistica
— tampodn de hibridacién
— mezcla de extension-ligadura
cebadores de fndice A (A501) - H (A508)
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSegDx™

— cebadores de indice 1 (A701) - 12 (A712)
— polimerasa de PCR
— mezcla maestra de PCR
~— diluyente de normalizacion de bibliotecas
— tampén de dilucién de biblioteca
-- control interno PhiX
— cartucho de reactivo de MiSeqDx del ensayo de 139 variantes de FQ
Salvo en el caso del cartucho de reactivo, los reactivos permanecen estables durante un maximo de seis ciclos
de congelacién/descongelacion antes de la fecha de caducidad especificada.
No vuelva a congelar el cartucho de reactivo una vez descongelado. Se puede almacenar hasta seis hpras a
una temperatura de entre 2 °Cy 8 °C,
3 Los siguientes reactivos se suministran refrigerados y permanecen estables cuando se almacenan a una
temperatura de entre 2 °C y 8 °C hasta la fecha de caducidad especificada.
-— tampon de lavado restrictivo
— tampén de lavado universal
— bolas de limpieza de PCR
— bolas de biblioteca
-~ lavado de normalizacién de bibliotecas
— solucidn 5BS de MiSeqDx (PR2) del ensayo de 139 variantes de FQ
-~ celda de flujo de MiSeqDx del ensayo de 139 variantes de FQ
4 Los siguientes reactivos se suministran a temperatura ambiente y permanecen estables cuando se almacenan
a temperatura ambiente hasta la fecha de caducidad especificada.
-~ tampon de elucién
— placa del filtro
— tampodn de almacenamiento de biblioteca
5 Los cambios en el aspecto fisico de los reactivos proporcionados pueden sefialar el deterioro de los
materiales. Si se producen cambios en el aspecto fisico (tales como cambios evidentes en el color del reactivo
o un aspecto turbio con contaminacion microbiana), no utilice los reactivos.
6 Los reactivos de tampén de hibridacion, tampén de lavado restrictivo y diluyente de normalizacién de
bibliotecas pueden formar precipitados o cristales visibles. Antes de su uso, agite con fuerza y, a
continuacién, inspeccione visualmente para garantizar que ne haya precipitados.
7 Siga estas practicas recomendadas para la manipulacién de las bolas de limpieza de PCR y las bolas|de
biblioteca:
— No se deben congelar las bolas en ningin caso.
- Deje que las bolas alcancen la temperatura ambiente.
— Justo antes de su uso, agite las bolas hasta que queden bien suspendidas y se muestre un colar
homogéneo.
— Mezcle bien la muestra después de afiadit las bolas pipeteando arriba y abajo diez veces. Se puede
utilizar un mezclador para mezclar las muestras de forma homogénea.
— Incube la mezcla de bolas/muestra a temperatura ambiente durante el tiempo indicado.
— Para utilizar el soporte magnético, siga las instrucciones. Antes de aspirar, espere a que la solucién se
aclare. Mantenga la placa en el soporte magnético mientras aspira lentamente el sobrenadante y evite
alterar las bolas apartadas. '
8 La placa de amplificacién PCR puede permanecer en el ciclador térmico durante toda la noche. También se
puede almacenar a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C hasta dos dias. Antes de almacenar la placa a una
tempetatura de entre 2 °C y 8 °C, selle el pocillo de la placa.
9 No congele las bolas de biblioteca ni las mezcle con el reactivo de diluyente de normalizacion de bibliotecas
si no se van a utilizar de manera inmediata.
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Ensayo de 1398 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx™

10 La placa de normalizacién de bibliotecas completa se puede almacenar a una temperatura de entre -25 °C
y -15 °C hasta tres dias.
11 La biblioteca de amplicones agrupados se puede almacenar a una temperatura de entre -25 °Cy -15 °( hasta
tres dias.
12 Cargue inmediatamente €l grupo de amplicén diluido recién preparado en el cartucho de reactivo. El
almacenamiento del grupo de amplicén diluido puede reducir considerablemente la densidad de grupos.

Materiales y equipo

Materiales y equipo suministrados vendidos por separado

1 Instrumente MiSeqDx, n.? de catdlogo DX-410-1001

2 Kit TruSeq Index Plate Fixture, n.2 de catdlogo FC-130-1005

3 Kit TruSeq Index Plate Fixture & Collar, n.* de catalogo FC-130-1007

4 Tapones de recambio para el adaptador de indices, n.? de catdlogo DX-502-1003

Materiales y equipo necesarios no suministrados

Equipoy materiales de preamplificacion
1 Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para una placa de 96 pocillos. El bloque de calor debe cumplir
con las especificaciones de rendimientoe siguientes. Los bloques de calor con tapas calientes se pueden
utilizar.
— Rango de temperatura: Ambiente de 5 °C a 99 °C
~— Regulacion de temperatura: + 0,1 °Ca 37 °C; £ 04 °C a 60 °C
2 Incubadora de muestras: Se precisa una incubadora (horno de hibridacién). La incubadora debe cumplir con
las especificaciones de rendimiento siguientes:
— Rango de temperatura: Entre 10 °C y 100 °C
-- Regulacién de temperatura: + 0,2 °C
3 Centrifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 °C. (Se
precisa una centrifugadora independiente en el érea de posamplificacién). Se admite cualquier centrifigadora
de placas que alcance las velocidades indicadas del protocolo (de 280 a 2400 x g).
4 Pipetas de precisién: Se precisa un conjunto de pipetas de precisién. (Se precisa un conjunto indepengliente
en el drea de posamplificacién). Se precisa el uso de pipetas de precisién para garantizar la administtacion
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran jcon
frecuencia y ofrecen precisién del 5 % del volumen indicado.
5 Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes. !
— Placas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 ml de polipropilenc o equivalente
NOTA: Asegurese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.
— Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 ml (placas MIDI)
— Recipiente de solucién de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
- Sello de pelicuta de aluminio adhesiva
— Sello para placas de PCR adecuado
— Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Materiales y equipo de la posampilificacion
1 Ciclador térmico: Se precisa un ciclador térmico. El ciclador térmico debe tener una tapa caliente y cumplir
con las especificaciones de rendimiento siguientes:
— Rango de control de temperatura: Entre 4 °Cy 99 °C
— Precisidn de control: = 0,25 *C de 35 °C a 99 °C
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2 Agitador de microplacas: Se precisa un agitador de microplacas en el drea de posamplificacion del
laboratorio. El agitador de placas debe cumplir con las especificaciones de rendimiento siguientes:
— Velocidad de mezcla méax.: 3000 rpm
— Rango de velocidad de mezcla: De 200 a 3000 rpm

3 Centrifugadora de sobremesa: Se precisa una centrifugadora de sobremesa que pueda mantener 20 °C. (Se
precisa una centrifugadora independiente en el 4rea de preamplificacion). Se admite cualquier centrifigadora
de placas que alcance las velocidades indicadas del protocolo (de 280 a 2400 x ).

4 Bloque de calor: Se precisa un bloque de calor para tubos. El bloque de calor debe cumplir con las
especificaciones de rendimiento siguientes:
— Rango de temperatura: Ambiente de 5 °Ca 99 °C
— Regulacidén de temperatura: + 0,1 °Ca 37 °C; + 0,4 °Ca 60 °C

5 Soporte magnético: Se precisa un soporte magnético para una placa de 96 pocilios. Se obtiene un mejor
resultado cuando los imanes se encuentran en un lado del soporte y no en la parte inferior.

6 Pipetas de precisién: Se precisa un conjunto de pipetas de precision. (Se precisa un conjunto indepenldiente
en el area de preamplificacién). Se precisa el uso de pipetas de precisién para garantizar la administracién
precisa de reactivo y muestra. Se pueden utilizar pipetas de un solo canal o multicanal si se calibran|con
frecuencia y ofrecen precision del 5 % del volumen indicado.

7  Consumibles: Se precisan los consumibles siguientes.
— TPlacas de PCR con faldones de 96 pocillos de 0,2 ml de polipropileno o equivalente

NOTA: Asegiirese de que la placa de 96 pocillos sea compatible con el soporte magnético.

— Placas de almacenamiento de 96 pocillos de 0,8 ml (placas MIDI}
— Tubos conicos de 15 ml
- Tubos de microcentrifuga Eppendorf (recomendados con cierre de rosca)
— Gradilias de ocho tubos de PCR
— Recipiente de solucién de PVC sin ADNasa ni ARNasa (cubeta)
—  Sello de pelicula de aluminio adhesiva
— Sello adhesivo para placas
— Puntas de pipeta resistentes a los aerosoles

Recopilacién, transporte y almacenamiento de muestras

v NOTA
’1' Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infeccosos.

1  Se pueden utilizar muestras de sangre total recogidas en tubos EDTA K,.
Las muestras de sangre total se pueden almacenar durante un maximo de siete dias a temperatura ambiente,
un maximo de 30 dias a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C o un maximo de 30 dias congeladas g una
temperatura de entre -25 °Cy -15 °C.
Es posible transportar sangre total durante un méximao de siete dias a temperatura ambiente, 30 diag a una
temperatura de entre 2 °C y 8 °C 0 30 dias congelada a una temperatura de entre -25 °Cy -15 °C.
El transporte de sangre total debe cumplir con la regulacién nacional, federal, estatal y local en matgria de
transporte de agentes etiolégicos.
4  No se han observado efectos adversos en el rendimiento del ensayo al someter el ADN gendmico a sels ciclos
de congelacién y descongelacion.
5 No se han observado efectos adversos en el rendimiento del ensayo con muestras de sangre total co
presencia elevada de bilirrubina, colesterol, triglicéridos, EDTA o hemoglobina.
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Advertencias y precauciones

% PRECAUCION
Las leyes federales limitan la venta de este dispositivo a médicos u otros facultativos, o bajo
prescripcién de estos, que se encuentren autorizados en virtud de la legislacion del estado en el que
ejercen su profesion para utilizar u ordenar la utilizacién de este dispositivo.

1 Algunos componentes de este ensayo contienen formamida, una amida alifatica que es una toxina
reproductiva probable. (Consulte Reaclivos en la pagina 6 para obtener mas informacion). Evite su inhalacidn
0 ingestién, o el contacto con la piel o los ojos, pues podrian producirse Jesiones. Deseche los contenedlores y
los contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener
mas informacion, pongase en contacto con ¢l servicio de asistencia técnica de lllumina.

2 Algunos componentes de este ensayo contienen 2-mercaptoetanol, un agente reductor. (Consulte Reactivos en
la pagina 6 para obtener mas informacién). Evite su inhalacién o ingestién, o el contacto con la piel g los
ojos, pues podrian producirse lesiones. Utilicelo en un area bien ventilada y deseche los contenedores y los
contenidos no utilizados de acuerdo con las normativas de seguridad oficiales de su zona. Para obtener mas
informacién, péngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Nllumina.

3 Manipule todas las muestras como si fueran agentes potencialmente infecciosos.

4 Elincumplimiento de los procedimientos descritos puede provocar resultados etréneos o una reduccion

considerable de la calidad de las muestras.

Tenga en cuenta las precauciones habituales del laboratorio. No pipetee con la boca. No coma, beba ni fume

en las zonas de trabajo designadas. Utilice guantes desechables y batas de laboratorio para la manipt'xlacién

de muestras y reactivos del ensayo. Lavese bien las manos tras la manipulacién de muestras y reactivos del
ensayo.

6 No utilice los componentes del ensayo una vez alcanzada la fecha de caducidad indicada en la etiqueta de la
caja del ensayo. No intercambie los componentes del ensayo de lotes de ensayo distintos. Tenga en cuenta
que los Jotes de ensayo se identifican con la etiqueta de la caja del ensayo.

7 Almacene los componentes del ensayo a la temperatura especificada en las 4reas de preamplificacion y
posamplificacién desighadas.

8 Los ciclos de congelacién y descongelacion repetidos (hasta seis) de los componentes de la caja 1 no fafectaran
a la integridad del ensayo.

9 Para evitar la degradacién de las muestras o los reactivos, aseglirese de que todos los vapores de hi, ocloruro
s6dico se hayan disipade completamente antes de iniciar €l protocolo,

10 Se precisa seguir practicas de laboratorio adecuadas y procedimientos éptimos en materia de higiene en
Iaboratorios para proteger los productos de PCR frente a la contaminacién de reactivos, instrumentos y
muestras de ADN genémico. La contaminacién mediante PCR puede arrojar resultados poco precisas y
fiables.

11 Para evitar la contaminacién, aseglrese de que las dreas de preamplificacion y posamplificacidn dispongan
de equipos especializados (tales como pipetas, puntas de pipetas, mezcladores vorticiales y centrifugadoras).

12 Evite la contaminacién cruzada. Utilice puntas de pipeta nuevas entre muestras y dispensacitn de Eg‘leatctivos.
Mezcle las muestras con una pipeta y centrifugue la placa cuando se indique. No agite las placas. El uso de
puntas resistentes a los aerosoles reduce el riesgo de contaminacién de restos de amplicones y de
contaminacién cruzada entre muestras.

13 El emparejamiento de muestras de indice debe coincidir exactamente con la hoja de muestras. Las
incoherencias entre la hoja de muestras y la disposicidén de placas provocard la pérdida de identificacién de
muestras positivas y la generacién de informes con resultados incorrectos.

14 Para el procedimiento de lavado, prepare siempre una solucién nueva con etanol al 80 %. El etanol [puede
absorber agua del aire y afectar a los resultados.

15 Asegirese siempre de eliminar el etanol del fondo de los pocillos durante el procedimiento de lavado. Los
restos de etanol pueden afectar a los resultados.
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quistica M

16 Cumpla el tiempo de secado especificado siguiendo el paso relativo al soporte magnético para garantizar una
evaporacién completa. Los restos de etanol pueden afectar al rendimiento de las reacciones posteriores

17 No mezcle el grupo de oligonuclestidos de 139 variantes de fibrosis quistica y el tampén de hibridacién para
el almacenamiento. Al combinarse, el grupo de oligonucledtidos de 139 variantes de fibrosis quistica se
vuelve inestable incluso si se almacena congelado.

18 No se recomienda el uso de cicladores térmicos con refrigeracién activa (por ejemplo, efecto Peltier,
refrigeracion termoeléctrica) para el paso de hibridacion. El paso de refrigeracién pasiva es fundamentpl para
una hibridacién dptima.

19 Afada siempre polimerasa de PCR a la mezcla maestra de PCR justo antes de su uso. Nunca almacene la
solucién de trabajo combinada.

20 Durante el paso de normalizacién de bibliotecas, es muy importante resuspender por completo el pellet de las
bolas de la biblioteca. Esto resulta fundamental para lograr una densidad de grupos homogeénea en Ia celda
de flujo de MiSeqDx.

21 Cumpla los iempos de incubacién especificados en el paso de normalizacién de bibliotecas. Una incubacion
inadecuada puede afectar a la representacion de bibliotecas y la densidad de grupos.

22 Debido al niimero de transferencias de placas y al potencial de contaminacién consiguiente, se debe prestar
especial atencién para garantizar que el contenido de los pocillos permanezca completamente en el pacillo.
Evite las salpicaduras de contenido. .

23 La recomendacién de entrada de ADN de 250 ng permite la variacién en la cantidad de ADN. Este niyel de
entrada determina el rendimiento del ensayo.

24 Las variantes de muestras con la designacion No Call {Ausencia de llamada) en el informe de pruebas
indican que los datos correspondientes a dichas posiciones de las variantes no satisficieron los umbrales de
secuenciacion definidos. Las variantes con la designacién No Call (Ausencia de llamada) no se deben
notificar, a menos que, al repetir las pruebas, se arrojen valores que satisfagan los umbrales definidos [y ya no
cuenten con la designacién No Call (Ausencia de llamada).

Notas del procedimiento

I lllumina precisa la inclusién de una muestra de ADN de control positivo y un control negativo (NTCjo
control sin plantilla) en cada experimento, que se define como un conjunto de muestras procesadas erl
paralelo. La muestra de ADN de control positivo debe contar con unas caracteristicas bien definidas con una
o mas variantes de CFTR conocidas. Illumina recomienda el uso de un control salvaje. El control saleaje se
debe procesar como muestra y no debe sustituir al control positivo o negativo.
Antes de iniciar el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx, extraiga y cuantifique el ADI
Se puede utilizar cualquier método de extraccién de ADN validado.
4 Cuantifique el ADN con un espectrometro. Verifique que A260/A280 de la muestra de ADN sea superior a
1,5. Normalice la muestra de ADN a 50 ng/ul. Cada muestra requiere 5 ul de ADN genomico
{total de 250 ng).

(¥
&

O8]

Produccion de muestras y representacion de indices _
Para el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de lllumina, la produccién de muestras por experimento
MiSeqDx es de entre 8 y 48 muestras. Los cebadores de indice utilizados durante la amplificacién PCR se deben elegir
en funcion del rendimiento final de muestras que se desee con el fin de garantizar la diversidad de la secuencia de
indice.

v NOTA

in| - . -z Loz s IR 13
Para una eficacia de producdén maxima, proceda con la preparacién de bibliotecas de hasta 96
muestras y, a continuacién, divida las muestras en dos experimentos de secuendacién con un maximo

de 48 mutestras cada uno.

MiSeqDx utiliza un LED verde para secuenciar bases G/T y un LED rojo para secuenciar bases A/C. En cada ciclo, se
debe leer como minimo uno de los dos nuclectidos de cada canal de color para garantizar un registro adecuado.
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx™

Resulta importante mantener el equilibrio de colores de cada base de la lectura de indice que es objeto de

secuenciacién, ya que, de lo contrario, se podria producir un error de registro durante la secuenciacion de la lectura
del indice.
Consulte la Tabla 11 para elegir las combinaciones de cebadores de indice para experimentos de 48 o 96 muestras.
labla 11 Combinadones de cebadores de indice para experimentos de secuendacién de 48 o 96 muestras

FilasdelaAalaH Columnas delalalaé Columnas de la 7 a la 12

Ccebador de indice A (A501) Cebador de indice 1 {A701) Ccebador de indice 6 (A706)

Cebador de {ndice B (A502) Cebador de indice 2 (A702) Cebador de indice 7 {A707)

Cebador de {ndice C (A503) Cebador de indice 3 (A703) Cebador de indice 8 {A708)

Cebador de indice D (A504) Cebador de indice 4 (A704) Cebador de indice 9 {A709)

Cebador de indice E (A505) Cebador de indice 5 (A705) Cebador de indice 11 {A711)

Cebador de indice F (A506) Cebador de indice 10 (A710) Cebador de indice 12 (A712)

Cebador de indice G (AS07) - .-

Cebador de indice H (A508) = -

dos de

Si la secuenciacién es inferior a 48 muestras en un experimento de secuenciacién, seleccione los indices apropia

acuerdo con sus secuencias para mantener el equilibrio de colores en los canales verde y rojo. Consulte la Tablh 13 y
la Tabla 14. Como minimo, los experimentos que emplean entre 8 y 48 muestras deben incluir las combinaciones de
cebadores de indice que se muestran en la Tabla 12.
Para procesar con precisién experimentos més pequefios, se debe disponer de un minimo de ocho muestras. Sino se
dispone de seis muestras unicas (excluidos los controles positivos y negativos), se puede completar el experimento
con duplicados de muestras o con cualquier muestra de ADN gendmico humano. Consulte la Tabla 12 para obtener

informacién sobre el conjunto minimo de indices con equilibrio de color que utilizar para los experimentos de

secuenciacién de ocho muestras.

Tabla 12 Combinaciones de cebadores de indice para experimentos de secuendacién de ocho muestras

Cebador de indice 1 Cebador de indice 2 Cebador de indice 10
(A701) (A702) (A710) N
Cebador de indice C Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 i
(A503)
Cebador de indice D Muestra 4 Mucstra b Muestra 6
(A504)
Cebador de indice E Muestra 7 Muestra 8 -
(A505)

Secuencias del cebador de indice

Tabla 13 Secuencias para cebadores de indice A (A501) - 1 (A508)

Cebador de indice Secuenda

Cebador de indice A (A501) TGAACCTT

Cebador de indice B (A502) TGCTAAGT )
Cebador de indice C (A503) TGTTCTCT i
Cebador de jiidice D (A504) TAAGACAC )
Cebador de indice E {A505) CTAATCGA
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quisticaM

Cebador de indice Secuencia

Cebador de indice F (A506) CTAGAACA

Cebador de indice G (A507) TAAGTTCC

Cebador de indice H {A508) TAGACCTA !

Tabla 14 Secuendas para cebadores de indice 1 {A701) - 12 (A712)

Cebador de indice Secuencia
Cebador de indice 1 (A701) ATCACGAC

Eebador de indice 2 (A702) ACAGTGGT |
Cebador de indice 3 (A703) CAGATCCA N
Cebador de indice 4 (A704) ACAAACGG )
Cebador de indice 5 (A705) ACCCAGCA

| Cebador de indice 6 (A706) AACCCCTC

- Cebador de ;cae 7 (A707) CCCAACCT
Cebador de indice 8 {A7(8) CACCACAC
Cebador de indice 9 {(A709) GAAACCCA

Lchador de indice 10 (A710) TGTGACCA J
Cebador de indice 11 (A711) AGGGTCAA
Ccebador de indice 12 {(A712) AGGAGTCG _'I

instrucciones de uso

Preparacién de la hoja de muestras de MiSeqDx

1 En la pantalla Welcome (Bienvenida) del Gestor de la lista de trabajos de lllumina (IWM), seleccione Create

Worklist (Crear lista de trabajo).

2 En el campo Test Type (Tipo de prueba), seleccione ensayo de 139 variantes de FQ.
3 En et campo Worklist Name (Nombre de la lista de trabajo), introduzca un nombre para }a hoja de muestras.

Si se usa el ID alfanumérico del cédigo de barras del cartucho de reactivo para el nombre de la hoja de
muestras, el Software operativo de MiSeq (MOS) encontraré la hoja de muestras automdticamente.

— Si se asigna otro nombre a la hoja de muestras, se puede usar el botén Browse (Examinar) del Software

o

Introduccion de informacion de la muestra

operativo de MiSeq (MOS) para localizar la hoja de muestras correspondiente.
4 [Opcionai} Escriba una descripcion para identificar el experimento.
Asegurese de que la fecha coincida con la fecha de inicio del experimento.
6 Seleccione Next (Siguiente).

1 En la ficha Table (Tabla) o Plate (Placa), introduzca la siguiente informacidn de cada pocilio de muestra:

a

Enero de 2014

%a dro Diez

BloSystemns

Sample ID (ID de muestra): Introduzca un TD de muestra unico.
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5

Hibridacian de grupo de oligonuclectidos

b TIndex 1 (Indice 1) e Index 2 (Indice 2): Especifique el adaptador de indices que se utilizard para cada
lectura del indice.
[Opcional] Para registrar informacién mas detallada sobre las muestras, introduzca un nombre y una
descripcidn de la muestra.
[Opcional] Para identificar controles en la placa, seleccione Negative {Negativo) o Positive (Positivo) en el
mend desplegable Control (Control). '
Vaya a la ficha Plate Graphic (Gréfico de placa) y utilice la opcion Copy to Clipboard (Copiar al
portapapeles) o Print (Imprimir) para capturar una imagen de la placa de muestras.
Seleccione Finish (Finalizar).

Preparacitn

1 Deje que el grupo de oligenucledtidos de 139 variantes de fibrosis quistica, el tampén de hibridacion, las
muestras de ADN genémico y la muestra de control positivo alcancen la temperatura ambiente.

2 Agite el grupo de oligonucledtidos de 139 variantes de fibrosis quistica y el tampon de hibridacién con fuerza
para asegurarse de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo y, a continuacin, centrifugue
brevemente los tubos para recoger el liquido.

3 Caliente un bloque de calor de 96 pocillos a 95 °C.

4 Precaliente una incubadora a 37 °C.

5 Creela placa de muestras de acuerdo con el grafico de placa impreso con el WM.

Procedimiento

1 Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa HYB}.

2 Afada 5 p] de muestra o control a 50 ng/ul (250 ng total} en los pocillos correspondientes de la placalHYB.
Siga la disposicién de placas generada para una seleccién correcta de los pocilios.

3 Afiada 5 ul de grupo de oligonucledtidos de 139 variantes de fibrosis quistica en todos los pocillos que
contienen ADN gendmico.

4 Ahada 40 pl de tampodn de hibridacitn en cada muestra de 1a placa HYB. Pipetee con cuidado arribaly abajo
entre tres y cinco veces para mezclar.

5 Sellela placa HYB y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

6 Coloque la placa HYB en el bloque precalentado a 95 °C e inctbela durante un minuto.

7 Reduzca la temperatura del bloque de calor a 40 °C'y sigalo incubando hasta que alcance los 40 °C

Eliminacion de oligonucledtidos sin ligar

Preparacion

1
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(aproximadamente, unos 80 minutos). ;
Para una hibridacién adecuada es fundamental una refrigeracién gradual; por lo tanto, no se recomiendan
Jos cicladores térmicos para PCR con refrigeracién activa (por ejemplo, efecto Peltier o refrigeracion
termoeléctrica) para este proceso.

-4, PUNTODE DETENCION DE SEGURIDAD
ﬂif " Cuando el bloque de calor alcanza 40 °C, la placa HYB permanece estable a 40 °C durante dos horas.

Deje que la mezcla de extension-ligadura, el tampén de lavado restrictivo y el tampon de lavado universal
alcancen la temperatura ambiente y, a continuacién, agite brevemente.
Monte el conjunto de la unidad de la placa del filtro (en adelante, FPU) desde la parte superior hasta la parte
inferior: tapa, placa del filtro, collar adaptador y placa MIDL

Realice un lavado previo a la membrana de la placa del filtro coma se indica a continuacién:
a Afiaga 45 ul de tampén de lavado restrictivo en cada pocillo.

i stems
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx™

b Cubra la placa del filiro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.

Procedimiento

1
2

3

6

Retire la placa HYB del bloque de calor y centrifugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

Transfiera el volumen integro (aproximadamente 55 ul) de cada muestra a los pocillos correspondientgs de la

placa del filtro.

Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.
Lave la placa del filtro como se indica a continuacion:

a ARada 45 ul de tampén de lavado restrictivo en cada pocillo de muestra.

b Cubra la placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante cinco minutos.
Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior.

b NOTA
“' Siel tampén de lavado no se drena completamente, vuelva a centrifugar a2400 x g a 20 °C hasta que
haya pasado todo el liquido (unos cinco o diez minutos adicionales).

Deseche todo el flujo (que contiene formamida) recogido hasta este punto y, a continuacidn, vuelva a montar

la FPU.
Afiada 45 pl de tampdn de lavado universal en cada pocilio de muestra.
Cubra Ja placa del filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante diez minutos.

" NOTA
v Asegurese de que se haya drenado todo el liguido tras el centrifugado. Repita el centrifugado en caso
necesatio.

Extension-figadura de oligonucledtidos ligados

Procedimiento

1
2
3

Afiada 45 pl de mezcla de extension-ligadura en cada pocillo de muestra de la placa del filtro.
Selie la placa del filtro con pelicula de aluminio adhesiva y, a continuacidn, cibrala con la tapa.
Incube la FPU en la incubadora precalentada a 37 °C durante 45 minutos.

Amplificacion PCR

Pre
1
2

W=

5

paracion

Prepare NaOH 0,05 N nuevo.

Determine los cebadores de indice que se deben utilizar de acuerdo con la impresion del grafico de la
del Gestor de la lista de trabajos de Tllumina.

placa

Deje que la mezcla maestra de PCR y los cebadores de indice adecuados alcancen la temperatura amblente.

Agite cada tubo congelado para mezclarlo y, a continuacién, centrifugue brevemente los tubos.
Disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, piaca AMP).
Afiada cebadores de indice a la placa AMP como se indica a continuacion:

a Anada 4 ul de cebadores de indice seleccionados [A (A501) — H (A508)] al pocillo correspondiente en una

columna de la placa AMP.
Deseche los tapones blancos originales y coloque tapones blancos nuevos.

¢ Afada 4 pl de cebadores de indice seleccionados [1 (A701) — 12 (A712)] a la fila correspondiente de la
placa AMP. Se deben cambiar las puntas después de cada fila para evitar la contaminacion cruzadalerntre

fndices.
d Deseche los tapones naranjas originales y coloque tapones naranjas nuevos.

Prepare la solucién de trabajo de PCR de mezcla maestra de PCR/polimerasa de PCR tal y como se indica a

continuacién:
a Para 96 muestras, afiada 56 ul de polimerasa de PCR a 2,8 ml de mezcla maestra de PCR.

b Tnvierta la solucién de trabajo de PCR preparada 20 veces para mezclarla.
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La solucién de trabajo de PCR permanece estable a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Procedimiento

1 Retire la FPU de la incubadora y, a continuacion, retire el sello de pelicula de aluminio.

2 Cubra la placa det filtro con la tapa y centrifugue a 2400 x g a 20 °C durante dos minutos.

3 Afiada 25 pul de NaOH 0,05 N en cada pocillo de muestra en la placa del filtro. Pipetee NaOH arriba y pbajo
cinco o seis veces.

4 Cubra e incube la placa del filtro a temperatura ambiente durante ¢inco minutos.

5 Mientras la placa del filtro se incuba, transfiera 22 ul de la solucién de trabajo de PCR a cada pocillo d
placa AMP que contiene cebadores de indice.

6 Transfiera muestras eluidas desde el filtro hasta la placa AMP como se indica a continuacion:

a Pipetee las muestras en la primera columna de la placa del filtro arriba y abajo cinco o seis veces.

b Transfiera 20 ul desde la placa del filtro a la columna correspondiente de la placa AMP.

¢ Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco o seis veces para combinar bien el ADN con la solucién d
trabajo de PCR.

d Transfiera las columnas restantes desde la placa del filtro a la placa AMP de una manera similar. e
deben cambiar las puntas después de cada columna para evitar la contaminacion cruzada entre indices y
muestras.

Selle la placa AMP y asegtirela con un rodillo de goma.

Centrifugue a 1000 * g a 20 °C durante un minuto.

Transfiera la placa AMP al drea de posamplificacién.

0 Realice el proceso de PCR siguiendo este programa en un ciclador térmico:

— 95 °C durante 3 minutos

— 25 ciclos de:

— 95 °C durante 30 segundos
— 62 °C durante 30 segundos
« 72 °C durante 60 segundos

~— 72 °C durante 5 minutos

— Mantenga la temperatura a 10 °C.

PUNTC DE DETENGION DE SEGURIDAD

'{-{i’ Sino se procede de manera inmediata a la limpieza de PCR, la placa AMP puede permanecer en el
ciclador térmico toda la noche o se puede almacenar a una temperatura de 2 °C a 8 °C hasta 48 horas.

")
[
o]

Lgn)

=\ GO 1

Limpieza de PCR

Preparacién
1  Deje que las bolas de limpieza de PCR alcancen la temperatura ambiente.
2 Prepare una solucion nueva con etanol al 80 % a partir de una solucién de etanol absoluta.

Procedimiento

1 Centrifugue la placa AMP a 1000 % g a 20 °C durante un minuto.
Disponga una nueva placa MIDI (en adelante, placa CLP).
Invierta las bolas de limpieza de PCR 10 veces. Agite con vigor y, a continuacién, invierta 10 veces md
Inspeccione visualmente la solucion para garantizar que las bolas estan resuspendidas.
Afada 45 ul de bolas de limpieza de PCR en cada pocillo de la placa CLP.

Transfiera todo el producto de PCR de la placa AMP a la placa CLP.

Selle la placa CLP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos.
Incube a temperatura ambiente sin agitar durante 10 minutos.

W N
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8 Coloque la placa en un soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el sobrenadante se
distinga con claridad.

9 Con la placa CLP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

10 Con la placa CLP en el soporte magnético, lave las bolas tal y como se indica a continuacion:
a Afada 200 ul de etanol al 80 % recién preparado en cada pocillo de muestra.

b Incube la placa en €l soporte magnético durante un minimo de 30 segundos o hasta que el sobrenadante
se distinga con claridad.
¢ Extraiga y deseche con cuidado ¢l sobrenadante.

11 Repita el lavado tal y como se describe en el paso anterior.

12 Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracién de pipeteo a 20 ul para extraer el exceso de etanol.

13 Retire la placa CLP del soporte magnético y deje secar las bolas durante 10 minutos.

14 Afiada 30 pl de tampdn de elucién en cada muestra y, a continuacién, agite brevemente.

15 Selle la placa CLP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante dos minutos. Tras agitar,
verifique si las muestras se han resuspendido. En caso contrario, repita este paso,

16 Incube a temperatura ambiente durante dos minutos.

17 Coloque la placa CLP en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el
sobrenadante se distinga con claridad.

18 Disponga una nueva placa MID] (en adelante, placa LNP).

19 Transfiera 20 ul del sobrenadante de la placa CLP a la placa LNP.

20 |Opcional] Transfiera los 10 pl de sobrenadante restante de la placa CLP a una nueva placa y asigne uha
etiqueta a la placa que incluya un nombre de experimento y la fecha. Almacene fa placa a una temperafura
de entre -25 °C y -15 °C hasta la finalizacién del experimento de secuenciacién y el analisis de los datos. Los
productos de PCR limpios se pueden utilizar con fines de solucién de problemas en caso de que se
produzcan fallos en las muestras.

PUNTO DE CETENCION DE SEGURIDAD

'Q( TWV Si se detiene en este punto, selle la placa LNP y centnfugue a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.
ﬁ La placa permanece estable hasta tres horas aentre 2 °Cy 8 °C.

Normalizacion de bibliotecas

Preparacion

1 Prepare NaOH 0,1 N nuevo.

2 Deje que el diluyente de normalizacién de bibliotecas, las bolas de biblioteca y el lavado de normalizacion de
bibliotecas alcancen la temperatura ambiente.

3 Agite el diluyente de normalizacién de bibliotecas con vigor y asegtirese de que todos los precipitados se
hayan disuelto por completo.

4  Agite las bolas de biblioteca con vigor durante un minuto invirtiéndolas de manera intermitente hasta que
las bolas se resuspendan y no quede pellet en el fondo del tubo cuando este se invierte.

Procedimiento
1 Mezdle el diluyente de normalizacién de bibliotecas y la bolas de biblioteca en un tubo c6nico nuevo de 15
ml como se indica a continuacion:

y NOTA
Si se van a procesar menos de 24 muestras, utilice un tubo nuevo de 1,5 ml.

a Para 96 muestras, afiada 4,4 ml de diluyente de normalizacién de bibliotecas.
b Pipetee las bolas de biblioteca arriba y abajo 10 veces para resuspender.
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Resulta muy importante resuspender completamente el pellet de las bolas de la biblioteca del fondo
del tubo. Si utiliza una P1000, se asegurara de que las bolas queden resuspendidas de manera
homogénea y de que no quede masa de bolas en el fondo del tubo. Esto resulta fundamental para
lograr una densidad de grupos homogénea en la celda de flujo.

¢ Para 96 muestras, pipetee 800 pl de bolas de biblioteca en el tubo que contiene diluyente de
normalizacidn de bibliotecas.

d Déla vuelta al tubo entre 15 y 20 veces para mezclar el contenido.

2 Afiada 45 pl de la soluci6n de trabajo diluyente de normalizacion de bibliotecas/bolas de biblioteca
combinada en cada pocillo de la placa LNP que contiene bibliotecas.

3  Selle la placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante 30 minutos.

4 Coloque la placa en un soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el sobrenadante se
distinga con claridad.

5 Con la placa LNP en el soporte magnético, extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

6 Retire la placa LNP del soporte magnético y lave las bolas con el lavado de normalizacion de bibliotecas
como se indica a continuacién:
a Afada 45 pl de lavado de normalizacion de bibliotecas en cada pocillo de muestra.
b Sellela placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.
¢ Cologue la placa en el soporte magnético durante un minimo de dos minutos o hasta que el

sobrenadante se distinga con claridad.

d Extraiga y deseche con cuidado el sobrenadante.

7 Repita el procedimiento de lavado de normalizacién de bibliotecas tal y como se describe en el paso anterior.

§  Utilice una pipeta multicanal P20 con configuracion de pipeteo a 20 ul para extraer el exceso de lavado de
normalizacidn de bibliotecas.

9 Retire la placa LNP del soporte magnético y afiada 30 wl de NaOH 0,1 N en cada pocilto.

10 Selle la placa LNP y agitela en un agitador de microplacas a 1800 rpm durante cinco minutos.

11 Durante los cinco minutos de elucion, disponga una nueva placa de PCR de 96 pocillos (en adelante, placa
SGP). J

12 Afiada 30 ul de tampén de almacenamiento de piblioteca a cada pocillo que se debe utilizar en la placa SGP.

13 Tras la elucién de cinco minutos, asegurese de que todas tas muestras de la placa LNP estén resuspendidas
por completo. Si las muestras no estan completamente resuspendidas, pipetee con cuidado las muestras
arriba y abajo o golpee ligeramente la placa contra la mesa para resuspender las bolas y, a continuaciﬁ‘)n,
agite cinco minutos mas. ]

14 Coloque la placa LNP en el soporte magnético durante un m{nimo de dos minutos.

15 Transfiera el sobrenadante de la placa LNP a la placa S5GP. Pipetee con cuidado arriba y abajo cinco vaeces
para mezclar.

16 Selle la placa SGP y centrifugue a 1000 x g a 20 2C durante un minuto.
B PUNTO DE DETENCION DE SEGURIDAD

¥ ¥ Sino se procede de manera inmediata ala agrupaddn de bibliotecas y la consiguiente sectienciadén en
"ﬁ MiSeqDx, almacerie la placa SGF sellada a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C hasta tres dias.

Agrupacion de bibliotecas

Preparacion para agrupacionde bibliotecas

1 Caliente un blogue de calor apto para tubos de centrifuga de 1,5 mt a 96 °C.

2 En una hielera, prepare un bafio de agua con hielo. Enfrie el tampdn de dilucién de biblioteca en el bafio de
agua con hielo.

3 Empiece a descongelar el cartucho de reactivo de MiSeqDx.

: - .
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Preparacién de una dilucion nueva de NaOH

| PRECAUCION
El uso de una solucién nueva de NaOH diluida es esencial para desnaturalizar completamente las
muestras para la generacién de grupos en MiSeqDx.

1 Combine los volumenes siguientes en un tubo de microcentrifuga:
— Agua de laboratorio (300 ul)
— Preparado de NaOH 1,0 N {100 pl)

2 Invierta el tubo varias veces para mezclar.

Desnaturalizacion y dilucién de control interno Phix
1 Combine los siguientes voltimenes para diluir la biblioteca de control interno PhiX a 2 nM:
— Biblioteca de control interno PhiX de 10 nM 2 ul)
— 1 tampdn TE (8 pl)
2 Combine los siguientes voliimenes para que dé como resultado una biblioteca de control interno PhiX de
1 nM:
— Biblioteca de control interno PhiX de 2 nM (10 ul)
— NaOH 0,1 N (10 ul)
3 Agite brevemente para mezclar la solucién de la biblioteca de control interno PhiX de 1 nM.
Centrifugue la solucién de plantilla a 280 x ga 20 °C durante un minuto.
5 Incbela durante 4,5 minutos a temperatura ambiente para desnaturalizar la biblioteca de control interTo

e

PhiX en cadenas individuales.
6 Afada el siguiente volumen de tampén de dilucién de biblioteca previamente refrigerado en el tubo que

contiene la biblioteca de control interno PhiX desnaturalizada para obtener una biblioteca de control interno

PhiX de 20 pM.

— Biblioteca de control interno PhiX desnaturalizada (20 ul)

— tampén de dilucion de biblioteca enfriado previamente (980 pl)

Preparacion del cartucho de reactivo
1 Descongele el cartucho de reactivo de MiSeqDx del ensayo de 139 variantes de FQ con un bafio de agua con
suficiente agua desionizada a temperatura ambiente como para sumergir la base del cartucho de reactiyo
hasta la linea de agua impresa en este. Tenga en cuenta que el agua no debe sobrepasar la linea de nivel
maximo de agua.
2 Descongele el cartucho de reactivo en el bafio de agua a temperatura ambiente durante aproximadamente
una hora o hasta que se haya descongelado por completo.
3 Saque el cartucho del bafio de agua y dé unos suaves toques en la mesa para que el agua salga de la base del
cartucho. Seque la base del cartucho. Aseglrese de que no haya salpicaduras de agua en la parte superior del
cartucho de reactivo.

Inspeccion del cartucho de reactivo
1 Invierta el cartucho de reactivo diez veces para mezclar los reactivos descongelados y, a continuacion,
compruebe visualmente que todas las posiciones estén descongeladas.

b NOTA
ﬂv Es esencial que los reactivos del cartucho estén completamente descongelados y mezclados para garantizar
una correcta secuenciacion.

2 Inspeccione visualmente el reactivo de la posicion 1 para asegurarse de que se haya mezclado
completamente y no presente precipitados.
3 Golpee suavemente el cartucho en la mesa para reducir las burbujas de aire en los reactivos.
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* NOTA
Los tubos del dispensador de MiSeqDx acceden al fondo de cada depdsito para aspirar los reactivos, de modo
que resulta importante que estos no presenten burbujas de aire.

n

4 Coloque el cartucho de reactivo en hielo o almacénelo a una temperatura de entre2 °Cy 8 °C (hasta sef
horas) hasta que esté listo para configurar el experimento. Para obtener unos resultados optimos, proce Ja
directamente con la carga de la muestra y la configuracién del experimento.

Preparacion de muestras para secuenciacion
1 Deje que el tampén de dilucién de biblioteca alcance la temperatura ambiente. Agite el tampon de dilucioén de
biblioteca y asegtirese de que todos los precipitados se hayan disuelto por completo,

2 Sila placa SGP se ha almacenado congelada, descongélela a temperatura ambiente.

3 Centrifugue la placa SGP a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

4 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo PAL).

5 Determine las muestras que se deben agrupar para la secuenciacion. Es posible agrupar un maximo de 48
muestras para su secuenciacion.

6 Sila placa SGP se ha almacenado congelada, mezcle cada biblioteca que se deba secuenciar pipeteando

arriba y abajo entre tres y cinco veces.
7 Transfiera 5 ul de cada biblioteca que se deba secuenciar de la placa SGP, columna por columna, a una
gradilla de ocho tubos de PCR. Selle la placa SGP con un sello adhesivo para placas y resérvela.

NOTA
Tras su use, almacene la placa SGP sellada a una temperatura de entre -25°Cy -15°C. La placa SGT
sellada permanece estable hasta tres dias.

8 Combine y transfiera el contenido de la gradilla de ocho tubos de PCR al tubo PAL. Mezcle bien el tubo PAL.

9 Disponga un tubo Eppendorf nuevo (en adelante, tubo DAL).

10 Afiada 585 ul de tampén de dilucion de biblioteca al tubo DAL.

11 Afiada 6 ul de 20 pM de control interno PhiX al tubo DAL, Pipetee arriba v abajo entre tres y cinco veces
para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.

12 Transfiera 9 ul de PAL al tubo DAL que contiene tampdn de dilucién de biblioteca. Pipetee arriba y abajo
entre tres y cinco veces para enjuagar la punta y garantizar una transferencia completa.

13 Mezcle la DAL agitando el tubo tan rdpido como pueda.

14 Centrifugue el tubo DAL a 1000 x g a 20 °C durante un minuto.

15 Incube el tubo DAL en un blogue de calor a 96 °C durante dos minutos.

16 Tras la incubacién, invierta el tubo DAL una o dos veces para mezclar y, a continuacion, coléquelo
inmediatamente en el bafio de agua con hielo.

17 Mantenga el tubo DAL en el bafio de agua con hielo durante cinco minutos,

Carga de bibliotecas de muestras en cartuchos
1 Utilice una punta de pipeta de 1 ml independiente, limpia y vacia para perforar el sello metalico situado por
encima del depdésito del cartucho de reactivo etiquetado como Load Samples (Carga de muestras).
2 Pipetee 600 ul de las bibliotecas de muestra en el depésito Load Samples (Carga de muestras). Proceda con
cuidado para evitar tocar el sello metalico al dispensar la muestra. ,
Compruebe la presencia de burbujas de aire en el deposito tras la carga de muestras. En caso de que haya
burbujas de aire, golpee suavemente el cartucho sobre la mesa para eliminar las burbujas.
3 Contintie directamente con los pasos de configuracion del experimento con la interfaz de Software operativo
de MiSeq (MO5).
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Interpretacion de resultados

1 El ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Tllumina se ha disefiado para detectar 139

variantes de CFIR, incluidas las recomendadas por la ACMG (Tabla 2).

2 El informe del ensayo enumera el genotipo y los nombres de las muestras de cada variante detectada para
una muestra.

— Se analizan todas las muestras para detectar 134 variantes que causan la fibrosis quistica y la variante
R117H recomendada por la ACMG. En el informe del ensayo, sola se incluyen los alelos mutantes
detectados,

— La variante Poli-TG/Poli-T figura tinicamente si se identifica la variacion R117H para una muestra.|En el
caso de los pacientes con una variante R117H, se deben realizar pruebas adicionales para determingr si
una variante Poli-TG/Poli-T, que podria afectar al fenotipo clinico (por ejemplo, 12-13[TG] o 5T), se |
encuentra en orientacién cis-trans respecto de la variante R117H.

e NOTA

v El genotipo de Poli-TG/Poli-T se determina con el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica
MiSeqDx en funcién del recuento de lecturas de los genotipos mas habituales. Debido a la natu-
raleza digital de la secuenciacién de préxima generacién, el ensayo puede alcanzar una gran
precision a partir de varias observaciones en comparacién con otras tecnologias basadas en
secuenciacién que solo se valen de un mimero escaso de observaciones.

— Cuando una muestra contiene genotipos de F508del o I507del homocigdticos, si se detecta, al menog, uno
de los tres polimotfismos benignos 1506V, 1507V o F508C, se notifica para la muestra. 5i los tres
polimorfismos benignos son de tipo salvaje, el informe indica que no se encuentran las variantes b6V,
1507V y F508C para la muestra.

® NOTA

*W Dado que este es un ensayo basado en secuendiacién, no se producen interferencias en la descripcion
de F508del o 1507del debido a los tres polimorfismos benignos. Por lo tanto, no se realizaran
correcciones en el resultado obtenido.

-

El resultado del genotipo es HET cuando se identifica una muestra como heterocigética y se detecta
alelos mutantes y salvajes para la muestra,

— El resultado del genotipo es HOM cuando se identifica una muestra como homocigética y solo se detecta
el alelo mutante para la muestra.

—  Si no se detecta ninguna variante para una muestra, el informe indica No panel variants are detected (No
se han detectado variantes del panel).

El informe del ensayo proporciona informacién sobre los indices de llamada de muestras para cada muestra.

El indice de llamada se calcula dividiendo el numero de regiones/posiciones de variantes que satisfacen un

umbral de valor de confianza predefinido entre las regiones/posiciones totales analizadas. :

— En el caso de las muestras que requieren una descripcion secundaria, las variantes adicionales %
analizadas también se tienen en cuenta en el calculo del indice de llamada.

— Cualquier variante con un valor de confianza predefinido por debajo del umbral se notifica como IJO Call
(Ausencia de llamada). Se recomienda volver a repetir la muestra,

4 El resultado de una muestra solamente se considera valido si el indice de llamada es igual o superior al
99 %, Si el indice de lamada es inferior al 99 %, el resultado serd Fail (No apto) y la muestra se tendra fue
repetir.
NOTA: Si el indice de llamada de la muestra es inferior at 50 %, el resultado sera Fail (No apto) y se incluira
el comentario Sample Failed (Muestra no apta) en el informe. No se mostrard informacion sobre la variante.
Fsta muestra se debera repetir.
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5  Se recomienda que el usuario verifique las variantes que se validaron con muestras sintéticas (consulte la
tabla de precisién) con un método de referencia validado antes de notificar el primer resultado del paciente
con dichas variantes.

6 Si seidentifican mas de dos variantes para una muestra, se recomienda que el usuario verifique el resultado
repitiendo la muestra con el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina utilizando una
extraccién nueva de ADNg para descartar la contaminacion cruzada de la muestra.
NOTA: Se debe tener en cuenta la hebra retrasada del haplotipo cuando se detectan dos 0 mds varianteg.

7 Todas las interpretaciones de las variantes las debe realizar un genetista motecular clinico certificado o
equivalente de acuerdo con los procedimientos y las directrices locales.1® Entre las posibles referencias de
interpretacion se incluyen, entre otras, las siguientes: la base de datos del CFIR2", el articulo de Sosnay??, las
directrices de la ACMG de 2004! y la opinién del comité ACOG de 201122

Si desea obtener mas informacién sobre el cilculo y la presentacion de los resultados, o si desea obtener una

descripcién del contenido del informe del archivo de texto, consulte la Guia del usuario de MiSeq Reporter (n.” de

referencia 15038356 _ESP).

Procedimientos de control de calidad

Las practicas recomendadas de laboratorio dictan que se debe evaluar el material de control para detectar diferencias
en el procesamiento de la sangre y los procedimientos técnicos en el laboratorio del usuario que podrian conllevar
una variabilidad significativa en los resultados.

1 Controles positivos: Se requiere una muestra de ADN de control positivo en cada experimento. La muestra de
ADN de control positivo debe ser una muestra con caracteristicas bien definidas y contar con, dl menos, una
variante de CFTR conocida. ¢ Nlumina recomienda el uso de controles positivos rotatorios de acuerdo con las
directrices y normativas técnicas de 2008 de la ACMG para las pruebas de mutacion de la fibrosis quistical?
y las normativas de los laboratorios clinicos de 2013 de la ACMG para la secuenciacién de nueva
generacién.’® La muestra de control positivo debe generar el genotipo esperado. Si el control positivo genera
un genotipo distinto al previsto, es posible que se haya producido un error en el seguimiento de las muestras
o que los cebadores de indice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe repetir todo el ensayo desde la
preparacidn de bibliotecas.

2 Control negativo {sin muestra/sin ADN): Se requiere el uso de un control negativo (sin muestra/sin ADN) en
cada experimento para detectar posibles casos de contaminacién, El indice de llamada correspondiente al
control negativo debe ser inferior al 10 %. Si un control negativo genera un indice de llamada superior al 10
%, es posible que se haya producido contaminacién durante el procesamiento del ensayo. El ensayo se
considera erréneo y, por lo tanto, se debe repetir todo el ensayo desde la preparacion de bibliotecas,

3 Control salvaje: Se recomienda una muestra de control de ADN salvaje en cada experimento. La muestra de
control salvaje debe ser una muestra con caracteristicas bien definidas que no contenga ninguna variante de
CFTR. La muestra de control salvaje debe generar el genotipo previsto. 5i el control salvaje genera un
genotipo distinto al previsto, es posible que se haya producido un error en el seguimiento de las muestras o
que los cebadores de indice se hayan registrado de forma incorrecta. Se debe repetir todo el ensayo desde la
preparacién de bibliotecas.

4  Antes del uso inicial de este producto en el laboratorio del usuario, se debe verificar el rendimiento del
ensayo realizando una prueba de varias muestras positivas y negativas con caracteristicas de rendimiento
conocidas.

5 Se deben satisfacer todos los requisitos de control de calidad en virtud de la regulacién local, estatal o federal,
o en virtud de los requisitos de acreditacion.

i
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Caracteristicas de rendimiento

Precision
La precisién del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Tllumina se determiné mediante la
evaluacién de 500 muestras con representacién de una amplia diversidad de variantes de CFTR de cuatro fuente
distintas. La fuente principal de los datos de la precision fue un estudio de precisién clinica que se llevé a caboj:‘on
un panel de 366 muestras. La mayoria de muestras (n = 355) eran muestras clinicas de ADNg archivadas y an6nimas

aisladas de sangre humana. Las 11 muestras restantes se obtuvieron a partir de muestras de estirpes celulares
comercializadas.

Los datos de este estudio se complementaron con datos de precisién de 68 muestras de estirpes celulares evaluadas en
el estudio de reproducibilidad, 14 muestras clinicas del estudio analitico de evaluacién de métodos de extraccién y 52
muestras de plasmidos sintéticos. Los plasmidos sintéticos se disefiaron para incluir el contexto gendmico de las
variantes excepcionales y contenfan entre una y nueve variantes en la misma construccién. Se linealizaron, se
diluyeron con nimeros de copia equivalentes de ADNg y se mezclaron con muestras de ADNg humano de genotipo
salvaje en niimeros de copia equivalentes para imitar una muestra heterocigética.

Los resultados de genotipado correspondientes a 137 posiciones de insercién y delecion de pequefio tamafio y de
SNV, incluida la regién Poli-TG/Poli-T, se compararon con los anlisis de secuenciacién bidireccional de Sanger. Se
utilizaron dos ensayos basados en PCR validados como método de referencia para las dos deleciones de gran tamafio
del panel. En cada ensayo de PCR doble se emplearon dos conjuntos de cebadores para discriminar entre genotipos
homocigéticos, heterocigdticos y salvajes. Uno de los conjuntos de cebadores se disefi¢ para flanquear los valores
criticos de delecién, mientras que el otro amplificaba una regién interna de la delecién. Los dos productos se
detectaron por la separacion de tamanio en gel de agarosa.

Los ensayos de PCR se validaron con un panel de 28 muestras en total (22 muestras por cada delecién) que constaba
de muestras de ADN gendmico derivado de sangre y estirpes celulares y pldsmidos sintéticos, que comprendiar los
genotipos homocigéticos, heterocigdticos y salvajes de cada delecién de gran tamafio. Los ensayos de PCR confirmaron
una especificidad y reproducibilidad del 100 % para todas las muestras analizadas mediante la evaluacion de los
productos de PCR en gel de agarosa. La precision de los ensayos de PCR se confirmé con secuenciacion de Sanger y
demostré ser del 100 % para todas las muestras.

La precisién para cada genotipo se determiné a través de tres medidas estadisticas. Se calculd la coincidencia positiva
de cada genotipo de variante dividiendo el nimero de muestras con llamadas de variantes coincidentes entre el
ntimero total de muestras con esa variante, segiin se identifico con los métodos de referencia. Se calculd la
coincidencia negativa en todas las posiciones de la cepa salvaje dividiendo el nimero de posiciones de la cepa salvaje
coincidentes entre el niimero total de posiciones, segtin se identificé con los métodos de referencia. Se calculd la
coincidencia total en todas las posiciones conocidas dividiendo el niimero de posiciones de la cepa salvaje y dejlas
variantes coincidentes entre el niimero total de posiciones conocidas, segtin se identific con los métodos de
referencia.

El ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina arrojé una coincidencia positiva en el nivel [del
genotipo del 100 %. La coincidencia negativa de todas las posiciones de la cepa salvaje fue superior al 99,99 % y la
coincidencia total de todas las posiciones conocidas fue superior al 99,99 %. Los resultados de todas las pruebas|se
basan en la prueba inicial.
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSegqDx™

Tabla 15 Predsién global del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx
Llamadas positivas (variantes)
Llamad Llamadas N de N*de Cotnciden- Coinelden- Coincid
Varianle (nombre Tipo de Nombre de '“1“'1 s Muest Muest- Muest- negativas jlamadas ausencia cia cia C‘llnl."l en
comitn} variante ADNe ot f:s por u:l:'s i ras de ras (cepa incorrec- de Nama- positiva negaliva o :’olal
variante ras cini- estirpe sintéti- salvaje) fas das (%) {%%) )
a8 celular cas
CFTR DEL .54-5940_ 500 4 1 0 495 0 0 100 100 100
273410250
dele2, 3 deR1kb
E60X SNV c178G>T 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100
re7L ; SNV c.200C>T 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
R75X " SNV ¢.223C>T 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100 ‘
GB85E SNV C254G>A 500 6 2 0 492 0 o 100 100 100
394delTT | DIV €.262_263 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
L delTT ‘
406-1G>A SNV c274-1G>A 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
E92X ! OSNV c274G>A 500 0 ' 1 1 | 498 0 0 100 100 100
D110H SNV <328G>C 500 1 0 1 498 0 0 100 i00 100
R117C SNV c349C>T | 500 4 0 0 49 0 0 100 100 100
R117H SNV ¢.350G>A 500 17 l 2 0 481 0 0 100 100 100
Y122X SNV cI6T>A | 500 0 1 0 499 0 0 100 100 00
621+41G>T SNV | ca89a1G>T 500 7 I 5 0 488 0 0 100 100 100
H f H
{ 663delT i DIV c531delT ! 500 i : 0 1 i 498 0 0 100 100 100
w 2F
o Ao
w
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RS
T oo >
“23%
» 2z
ol



sayo de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx*™

SASO!
! ﬁﬂ

>
o
@© Llamadas pesitivas (variantes!
| 8_ Ulamad Llamadas NEde Nrde Coinciden- Coinciden- .
Y20 Variante (numbre Tipo de Nombre de : :lna > Muest- Muest- Muest- negativas Namadas ausenda cia cia C?inade"‘
b © 9 comiln} varianfe ADN¢ o. .es por a cl;ni- ras de Tas (cepa intorrec- de llama- pasitiva negativa cia lotal
\B variante as estirpe sintéti- salvaje) tas das %8 %) T}
a8 celular cas
G178R SNV c532G>A 500 1 1 0 498 ] 0 100 100 100
711+1G>T SNV c579+1G>T 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100
P2058" SNV ¢.613C>T 500 1 0 1 498 0 0 100* 100 100
L206W SNV cH17T>G 500 8 1 0 491 0 0 100 100 100
1078delT DIV c.948delT 500 1 1 0 498 0 o 100 100 100
G330X SNV c.988G>T 500 1 1 0 498 Q 0 100 100 100
R334W SNV ¢ 1000C>T 500 6 1 0 493 0 0 100 100 100
1336K SNV | cI007TA 500 0 1 0 499 0 0 100 100 00 |
. J
1154insTC DIV ¢1022_1023 500 0 i 0 499 0 0 100 100 100
insTC
R347H “SNV ¢.1040G>A 500 6 1 1 492 0 0 100 100 100
R347P SNV ¢1040G>C 500 3 2 0 495 0 0 100 100 100
R352Q oSNV 1055G>A 500 5 0 0 495 0 0 100 100 100 j
A455E SNV ¢1364C>A S00 4 2 0 494 0 0 100 100 100
oY
g aw 5466X (C>G) SNV €1397C>G 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
m
n_ow
<Tu= 548delG DIV c1418delG 500 1 0 1 498 0 0 100 100 100
wzo< NI
== =
ma»<
Tagr
thNm FJ;J
=0
o 2z
: O
>5
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Llamadas positivas (variantes)
Liammadas Llamadas NYde N*de Coinciden- Cofnciden- Coincid
Variante {nombre Tipo de Nombre de Muest- Muest- negativas Namadas ausencia cia cia (?mCI en
i tolales por Muest- . ™ X cia lotal
comiin) variante ADNe . .. ras de ras {cepa incorrec- de llama- posiliva negativa
variante ras clini- ) ) X i o)
cas estirpe sintéti- salvaje) fas das %) %)
celular cas
493X SNV e 1477CT : 500 f 4 2 0 { 494 0 0 ! 100 : 100 : 100 ]
1507del DIV c.1519_1521 500 4 2 0 494 0 0 100 100 100
delATC
! F308del C DIV | e1521.1523 . 500 | 84 29 ‘ 0o 387 0 : 0 100 0 | 100 |
3 ! t ! ' i ; :
i delCTT 1 ’ ; !
1677delTA DIv c.1545_1546 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100
delTA
V520F C SNV . cISS8GT 500 . 2 o - o + 48 . 0 . 0 | 10 100 | 100
1717-1G>A SNV ¢.1585-1G>A S00 . 4 1 0 495 0 0 100 100 100
G542X ; SNV c1624G>T 500 ; 12 3 ; 0 485 ! 0 0 100 100 100
S5549N SNV c.1646G>A 500 2 2 1 495 0 0 100 100 100
S549R SNV | c1647DG 00 i 3 . 1} 0 . 49 o - o 1 10 : 10 100 l
(1647T>G) | : : 1 : 1 |
G551D SNV ¢1652G>A 500 8 3 0 489 0 0 100 100 100
RA53X SNV ¢ 1657C>T ‘ 500 ‘ 8 2 0 f 490 ' 0 0 100 100 | 100 H
A559T SNV c1675G>A 500 4 0 1 495 0 0 100 100 100
R560T | SNV ¢ cl6mG>C . 50 . 6 i 1 00 i 4 0 0} 100 . 100 ;100 )
00 . . . L ; .
m ="
-— o)
S m (%7\
2292
mzog s
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yorde 138 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx™

AgOg

o5 Llamadas positivas (variantes)
% Q = \ \_. L 4 Llamadas NFtde N® de Coinciden- Coinciden- Coincid
323 . Variante (nombre Tipo de Nombre de amacas Muest- Muest- negativas llamadas ausencia cia ia oncicen-
afg j . ] totales por Muest- R . X cia total
o comiin} varianfe ADNc o lini. ras de Tas (cepa incorrec- de llama- posiliva negaliva o
w variante ras clini . . . . P o)
< o cas estirpe sintéti. salvaje} tas das %) (%}
> a celular cas
1812-1 G>A SNV c.1680-1G>A 500 0 2 0 498 0 0 100 100 100
1898+1G>A SNV . ¢ 1766+1G>A 500 p 1 ! 0 : 497 0 0 100 100 ! 100
2143delT DIV c2012delT 500 2 1 0 497 0 0 100 100 100
2183AA5G DIV | 2051 | 500 3 1. o0 4 1 0 0 10 | 100 100
| 2052del | 5 | : { |
. AAInG 1 | : § | j
2184insA DIv c.2052_2 500 3 0 1 496 0 0 100 100 100
053insA
2184delA DIV ¢.2052delA 500 1 1 o 498 | 0 0 100 100 ! 100 ]
R709X SNV ¢.2125C>T 500 1 0 2 497 ] 0 100 100 100
K710X SNV c2128A>T L 500 3 0 1 0 ; 497 X 0 0 100 i 100 100 }|
2307insA DIV ¢.2175_21 500 3 0 2 495 0 0 100 100 100
76insA
R764X SNV c2290C>T ! 500 1 0 2 ' 497 0 0 100 100 I 100
W846X SNV c2537G>A 500 1] 1 0 499 [t} o 100 160 100
2789+5G>A SNV | ¢.265745G>A 500 9 1 0 490 0 0 100 ' ' 100 I 100
o Q890X SNV .2668C>T 500 1 0 1] 499 0 0 100 100 100 m
o h
o _
5 2° [ 3120G>A SNV C2988G>A 500 1 0 0, 4% 0 0 100 100 ' 100
w, o ' ;
<X
wZo<
mazZ
Zag? -
aSmN S
vz . =
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E‘MQB" 39 variantes de la fibrosis quistica MiSegDx™

4

Q
-cf)‘ Q § - Llamadas positivas (variantes)
@© v Lismad Llamadas NFde N*de Coinciden- Coinciden- Coincid
g Q . Variante {nombre Tipo de Nombre de macas Muest- Muest- negativas llamadas ausencia cia cia ‘?mc' on
o . \ , totales por Muest- R . , cia tolal
w comin) variante ADNe : . ras de ras {cepa incorrec de llama- positiva negativa
: ] variante ras clini- ) . . i i A (%)
= s estirpe sintéti- salvaje) las das (%) (%)
m celular cas
3120+1C>A SNV C.2988+1G>A 500 7 1 0 492 0 0 100 100 100
| 3272.26A5G L SNV c3140-2 | 500 o 1 o i 49 0 | © 100 | 100 100
| 6AG = | l % ' !
R1066C SNV ¢3196C>T 500 6 0 0 494 0 Y 100 100 100
r . . ; 3 !
i; R1066H I SNV c3197G>A | 500 ! 1 j 0 ' 1 ; 498 [ ¢ 0 100 1 100 : 100
W1089X SNV c.3266G>A 500 4 0 0 496 0 0 100 100 100
fr— -+ : . J ' .
'LYm9zx (C>A) | SNV c3276C>A 500 3 | 0 L 4% | 0 0 e 1 100 100
M1101K SNV ¢3302T>A 500 2 2 0 496 0 0 100 100 100
rnnsax . SNV ¢372C>T ¢ 500 7 0 1 0 492 0 0 100 100 100
1 .
R1162X SNV €.3484C>T 500 5 1 0 494 0 0 100 100 100
| 3659delC DIV | c3528delC ¢ 500 4 1 | 0 95 | 0 ¢ i 100 100 i 100
- - )
51196X SNV €.3587C>C 500 1 0 0 499 0 0 100 100 100
3791delC DIV | c3es9delc s 1 2 0 b0 98 0 i 0 | 100 100 | 100
3849+10kbC>T SNV ¢.3717+12 500 1 2 0 487 0 0 ioo 100 100
191C>T
— ‘ i | ‘ . ] : '
, 3876delA DIV 1 c3744delA 500 i 6 1 0 . 493 ‘ 0 : ¢ i 100 ‘ 100 100
o @ o @12511\! SNV c.3752G>A 500 1 ¢ 1 498 0 0 100 100 100
2 Zo \
Q
=32 S
=
@Zo< |
ma» <
a2 \(\
nNm I‘J\>I
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O - \
@ o)
5ol :
Ly " Llamadas positivas (variantes)
?, % ) Liamadas Llamadas Ntde Neode Caoinciden- Coinciden- Coinciden-
np 5 Variante (nombre Tipo de Nambre de totales por Muest- Mucst- Muest- negativas tlamadas ausencdia cia cia i total
» = comiin} variante ADNc va ,m‘:e vas dini- ras de ras (cepa incorrec- de llama- positiva negativa aa :
ﬁ\ o o estirpe sintéti- salvajel tas das ) ) ol
celular cas
3905insT DIV ¢37733 500 3 1 0 496 0 0 100 100 100 -1
774insT il
Ww1282X SNV ¢ 3846G>A 500 g 1 ¢ 490 0 0 100 100 100
N1303K SNV c.3909C>G 500 9 1 0 490 0 0 100 100 100
CFTR DEL ¢.3964-78_ 500 1 0 1 498 15 0 100 99,80 99,80
dele22,23% 4242+577del
M1V SNV c1A>G 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
Q39X SNV c115C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
405+1 G>A SNV c273H1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
E92K SNV c274G>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
Q98X SNV ¢292C>T 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100 }
457TAT>G Div €.325_327 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
delTATinsG
FSMdelA DV c442delA 500 0 0 2 498 0 Y 100 100 100
711+3A>G SNV CS7H3IA>G 500 0 o 1 499 0 ] 100 100 100
71145 G>A SNV C.579+5G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 ]
O
o
@3 o 712-1 G>T SNV c580-1G>T 500 o 0 1 499 0 0 100 100 100
o .
A
<Zar-
ng<
—_—O=
=
2%
N m ™~ C'—'b
“opr
ol
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Liamadas positivas (variantes)
Ulamadas Llamad N de N de Coinciden- Coinciden- Coinciden
Variante {nombre Tipo de Nombre de Muest- Muest- negativas lNlamadas ausendcia cla cia . )
| lotates por Muest- o ! cia lotal
comin) variante ADNc . . ras de 1as {cepa incorrec- de Hama- positiva negativa
variante ras ¢lini- . .\ N . {70}
cas estirpe sintéti- salvajel tas das {%} %)
celular cas
H199Y . SNV | 5G>T s L0 0 o1 9 4 0 ;0 | 100 10 | 100
Q220X SNV <658C>T 500 o 0 1 499 0 ¢ 100 100 100
852del22 " DIV . o707t | s, o 0 i 1 9 0 0 | w0 00 . 100 |
' delAGGG ! | } ‘ I
[ AGAAT : ; : ; ,
I GATGAT i : | i : ' )
| GAAGTAC f ' : : 1 : .
T3381 SNV ¢1013C>T 500 0 0 i 499 0 0 100 100 100
$341P SNV | elO2ISC ¢ 500 O o, 1 49 | 0 ¢ 0 ! 100 ;100 100 |
1213delT DIV c1081delT 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1248+1G>A SNV | ¢1116+1G>A ! 500 ) 0 ! Q 1 499 : 0 ¢ ; 100 100 ‘ 100 l
125%insA DIV c1127_1 500 0 4] 2 498 0 0 100 100 100
128insA
Wi01X LOSNV . e1202GeA ¢ S0 T 0 00 1 b 499 o ' o ¢ w0 | 100 . 100 |
(c.1202G=>A) . ; i ' ‘ : : ‘. : : ‘
Wa01X SNV c1203G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.1203G>A) '
0D 131141G>A | SNV c1200MG>A | se0 oo | o o2 48 ¢ o ¢ | w0 ! 10 ' 100
@ o o i : i i ‘ : N ! '
o !
B 00
<Za=
wnZ g <
-~
=
me>»
Taar
nremiN
» o
>5
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Ensayo de 139 variantes ds la fibrosis quistica MiSeqDx™

@
Q
[7)
oYl
o @ Llamadas positivas (variantes)
é o o3 Liamadas Llamadas Nrde Ntde Coinciden- Coinciden- Coinciden-
o O Variante (nombre Tipo de Nombre de Muest- Muest- negalivas llamadas ausencia da cia o,mﬂ on
: lw] o, ; tolales por Muest- i . . cia total
o comiin} variante ADNc . .y ras de Tas {cepa incorrec- de [lama- posiliva negativa
2 variante ras clini- . . . . (%)
Q\ cas estirpe sintéti- salvaje) tas das %) (%)
celular cas
1461ins4 Div c1329_ 500 0 0 1 499 ' 0 0 100 100 100
1330ins
; AGAT
(_1525-1 G>A SNV ¢ 1393-1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
5466X (C>A) SNV c1397C>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
L1677 SNV ¢.1400T>C 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
5489X SNV 1466C>A 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
S5492F SNV ¢.1475C>T 500 0 0 1 499 0 o 100 100 100
Q525X SNV ¢1573C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
—
Il 1717-8G>A SNV c.1585-8G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 -‘!
J
5549R | SNV c1645A>C 500 ¢ 0 1 499 Y 0 100 100 100
(c.1645A>C) )
Q552X SNV c1654C>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
R560K , SNV c1679G>A 500 0 0 3 499 0 0 100 100 100
| 1811+1.6kb A>G SNV c1679+1.6 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 co
|
| kbA>G 5
o 2 E'D: E585X SNV c1753G>T 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100 #
- D
O m, J
@, 0 %\ .j_&‘
<X
wZo<g - X
marZ % i
TaaP =
mgg ]f\>l T
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> oMl ,
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ayo de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx(*M

o
D,
b
@ \ Llamadas positivas (variantes)
3 ' Liamad Llamadas Nde Ntde Coinciden- Coinciden- Coincid
" 40 ,  Variante (nombre Tipo de Nombre de macas Muest- Muest- negativas llamadas ausencia cia cia emacen:
w i R totales por Muest- . X " cia tolal
% =] comiin) variante ADNc . . ras de ras {cepa incorrec- de llama- posiliva negativa R
> 5 variante ras clini- . P . %)
N‘ estirpe sintéti- salvaje) tas das (%5) %)
cas
celular cas
1898+3A>C l SNV | cl1766+3A>G 500 0 k 0 , 1 499 0 ! 0 100 | 100 | 100 )
. 1 : ! ! J
L732X SNV ¢2195T>G 500 0 i 0 2 498 0 0 100 100 100
1
E_z:mdelc - DIV €2215delG 500 O 2 98 | 0o ! 0 | 100 wo | 100
2585delT DIV ¢.2453delT 500 0 0 2 498 0 0 100 100 100
E822X I SNV | c2464G>T | 500 o . 0 i 2 498 0 o | 100 100 100
2622+41G>A SNV c.2490+1G>T 500 0 0 2 498 ¢ 0 100 100 100
E831X SNV | c2491GT l 500 0 ' 0 1 499 0 0 100 I 100 100
R851X SNV .2551C>T 500 0 0 1 499 0 o 100 100 100
| 2711delT DIV ¢2583delT 500 o : 0 1 499 0 0 100 100 100 |
L . i
1927P SNV c2780T>C 500 0 ! 0 1 499 0 0 100 100 100
. S9asi, | SNV | c2834C5T 500 6 o 1 , 4 | 0o . 0o : 10 . 100 100
3007delG 5 DIV c.2875delG 500 0 0 1 459 0 0 100 100 100
, GI70R POSNV i ¢2908G>C 500 Y 0 t 1 ! 499 0 i 0 100 100 ; 100
- - . _ ;
3121-1G>A SNV c2989-1G>A 500 0 0 1 499 0 ¢ 100 100 100
o0 L1065P 'USNV L c3194T>C 1 500 10 o 1 49 i 0 o | w0 ! 100 100 |
m =2 ~ . ; : i 1
— 4]
O rzn] m (\L]O??P"‘ SNV <3230T>C 500 0 0 1 499 o~ 0 100 100 100
w
2zq=
wZo< -
ma>Z
TP
wNmiN N
r et _—
DozzZz
> ol
>5 $pieza 15038347 Rev. A ESP Enero de 2014




SE 0 Llamadas posilivas {variantes}
@ H Llamadas Llamadas N2 de N2tde Coinciden- Coinciden- Coincid
3 a Variante {(nombre Tipo de Nombre de totales : Muest- Muest- Muest- negativas ilamadas ausencia cia cia (fmm ¢;n-
50 coméin) variante ADNe e - ras de ras {cepa incorrec- | de Nama- asitiva negativa o loa
(o) variante ras elini- P (2%}
» 9 e estirpe sintéti- salvaje) tas das ) ) °
* \E celular cas
Y1092X (G>G) | SNV, c3276C>G 50 ¢ 0 o0 i 1 499 o . o | e 0 ! 100
E1104X SNV ¢3310G>T 500 0 0 1 499 G 0 100 700 100
W1204X SNV c3UCA | s0 ' o o I o1 1 a9 0 o ¢ 10 | 100 100
(¢.3611G>A) " ‘ ‘ j ‘ ‘ ‘
W1204X SNV €.3612G>A 500 0 l 0 1 499 0 0 100 100 100
(c.3612G>A)
G1244E SNV c373GRA 500 ! 0 0 i 1 ) 499 : 0 0 ' 100 ‘ 100 100
4005+1G>A SNV c3873+1G>A 500 0 0 1 499 0 0 100 100 100
1 4016insT : DIV c.3884_3 : 500 0 : ] ! 1 I 499 i 0 ; 0 100 100 100 ‘1
| | 885insT | ‘j ! | ' ! | :
01313X SNV ¢.3937C>T 500 0 ,i 0 1 499 0 0 100 100 100
i
$209TG . DIV, cd077_ 500 | 0 0O i 1 ., 499 i 0o . © i 10 | 100 100
‘ GTTinsAA . | : : r : ' |
4382delA DIV c4251delA 500 ] 0 1 499 0 0 100 100 100
Poli-TG/ © Poli- c12102T © 19 17 2 .0 0 S0 0 . 100  NA | 100 |
H ' . H ' {
Poli-T¢ TCPoli- - 5.9] | : ; f ! | |
T \ : ;
o 1506V SNV c1518A>G 1 0 0 0 1 0 0 N/A 100 100
o 27
o m
2255
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de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx™

|
0
Llamadas positivas (variantes)
285 lamadas Llamadas N2 de Nede Coinciden- Coinciden- Coincid
Variante (nombre Tipo de Nombre de Muest- Muest- negativas Namadas ausencia cia cia o,mc' en-
o Q R totales por Muest- ] , i cia total
a A comin} variante ADNe ) . ras de ras (cepa incorrec- da lama- positiva negativa
o o variante ras clini- . ) . . (%)
o ! cas estirpe sintéti- salvaje) las das (%) %)
1] celular cas
~ — =
1507V SNV c1519A>G 1 0 0 D 1 0 0 N/A 100 100 !
F508CY SNV ¢1523T>G 1 0 1} 0 1 0 0 N/A 100 100
Total 67522 557 © 66965 1 0 100 >9999 - >99,99

DIV es la sigla en inglés de "variante de la delecidn/insercién”,

* £l informe de Sanger indicé que, en ¢l caso de la muestra clinica, la variante P2055 era heterocigética. En cambio, una revisién de los datos de rastreo de Sanger indicé que la vaniante era,
en realidad, homocigética y que se habia notificado de forma incorrecta, MiSeqDx notificé que la variante era homocigdtica.

5 Se notificé una muestra helerocigética sintética para el exén 8 como heterocigdtica en el caso de la variante dele22, 23 de CFTR. Investi
debia, posiblemente, a una contaminacién de bajo nivel.

A S detorming que la muestra sintética heterocigética original no se hab
misme plasmido.

€Cuando la R117H es positiva, la variante Poli-TG/Poli-T se notifica de forma adicional.

¥ En el caso de una variante F508del homocigética, se notificaron de forma adicional tres bases salvajes mas (

gaciones adicionales revelaron que este resullado se

ia preparado correctamente. Se detect$ cuando se realizaron las pruebas posteriores a su preparacién utilizando el

las variantes 1506V, 1507V y F508C) que no se identificaron en la muestra.

Tabla 16 Precision del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx para 1506V, 1507V y F508C

Llamadas positivas (variantes)

‘¥'s SWB.I.SALOIE

Variante Llamadas Llamadas N.2 de N+ de .. . i . A .
(nombre totales por Mues Muestras Mues- negativas Namadas ausencia de COIIEC.ldEl"lga Comc!dena'a Coincidendia
; tras . tras . . positiva (%) negativa (%) tatal (%)
comiin} variante clini- de estirpe sinté- (cepa salvaje) mcorrectas Nlamadas
cas celular ticas
1506V 500 7 0 0 493 0 0 100 100 100
1507V 500 0 1 0 . 499 0 0 100 100 100
F508C 500 1 i 0 498 0 0 100 100 100
of
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| Tabla17 Precisién del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx para las variantes de Poli-TG/Poli-T
Genotipo de Poli- N.* de muestras N.? de muestras de estirpe N.2 de muestras N.® de Hamadas N.? de ausencia de % de
i TGPoli-T clinicas celular sintéticas incorrectas llamadas* precision
(TGW(MZHTG)11(T)7 2 0 0 0 ] 50
(FQMONTCIM7 | 1 ;0 [ 0 10 0 100
(TGYMIITGII(TY7 5 1 0 0 0 100
(TGMIATCIINY | 1 ' 0 1o ] C 0 100
(TGRO(MZ/TG)INT)7 | 25 8 0 0 0 100
(TGHO(D7H(TGIATS | 39 16 1 0 ] o ) 100
(TGNOM7ZATGNITS | 2 0 0 0 0 100
(TOLO(D7ATOIT? | 72 L1 0 i i 0 100 i
(TONOMZATGIAT)S | 1] 0 0 0 0 100
(TCHOM7HTC)12(T)7 | 10 P 0 0 1 90,9
(TONHTIHTCNOMS | 7 6 0 0 0 100
(TGYIOMOATCKTS | & P 0 0 b0 | 100
(TGI0MOTGIIT)? | 76 20 0 0 0 100
TGIOMYTGIITS ~ 3 'o t 0 [0 o 100
(TGHO(MPHTC)I2(MS | 3 2 0 0 0 100
(TGHIOMINTGNZT? , 13 "0 L0 0 1 L 92,3 ] @9
(TGII(S/TGIITY? | 6 0 0 1 0 83,3 :
| N
GY11(T)7 1nmz . 52 '8 0 0 0 , 100
00 (IGNM7/TCIITT | | | o2
2 3o h
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%9 variantes de [a fibrosis guistica MiSeqDx™

Genotipo de Poli- N.% de muestras N.? de muestras de estirpe N.? de muestras N.° de lamadas N.? de ausencia de % de
TGPoli-T clinicas celular sintéticas incorrectas Hamadas* precisién
gI;G)H('I‘)?/(TC)‘ll('l') 2 1 0 an 0 0
(TGNIM7Z/ITGN2AT5 2 0 0 "0 ] 100
(TGIM7/(TCN2AT)7 | 37 3 0 0 0 100
(TGTUIMTCHM7 3 0 0 0 -0 100
(TO2(M7/TC)I2ATY7 | 2 2 0 0 0 100
Total** 448 4 -3 © 98,44

* No se volvieron a anatizar las muestras.

4 Uno de los resultados que no concordaba provenia del estudio de reproducibilidad. El resultado de Poli-TG/Poli-T de la muestra concordaba con todas las 18 duplicaciones, pero no
concardaba con la secuenciacién bidireccional de Sanger.

** El recuento total de mucstras para la variante Poli-TG/Poli-T es de 448 porque todas las muestras sintéticas {n = 52) se crearon mezelando plasmidos linealizados con una de dos muestras
de estirpes celulares, que formaban parte del estudio de reproducibilidad. Dado que la notificacién de la variante Poli-TG/Poli-T para estas muesiras sintéticas adicionales daria como
resultado una notificacién excesiva de la variante, se excluyeron las muestras sintéticas de este andlisis.

of !
ik
m
w

9=

23< —

T <=

e =Ty

Ran ?t
g z 8 | N:%pieza 15038347 Rev. A ESP Enero de 2014
o H
>0 \



sayo A& 139 variantes de ta fibrosis quistica MiSeqDx™

J1SAS0Ol8
L NW
2L VYHOLDIYIQ

!

Reproducibilidad

La reproducibilidad del sistema de fibrosis quistica MiSeqDx se determiné mediante un estudio a ciegas basado en tres centros de ensayo con dos operadores por
centro. Cada uno de los operadores de cada centro comprobé dos paneles bien definidos de 46 muecstras cada uno para un total de 810 llamadas por centro. Los

paneles contenian una mezcla de ADN gendmico de estirpes celulares linfoblastoides con variaciones conocidas en el gen de la CFTR, asi como sangre
desteucocitada con estirpes celulares linfoblastoides con variantes conocidas en el gen de Ja CFTR. Las muestras de sangre se proporcionaron para permitir la

incorporacién de los pasos de extraccién utilizados en la preparacién de ADNg que sirve como entrada principal del flujo de trabajo de ensayo.

El indice de muestra de paso, definido como el nimero de muestras que superan los criterios de control de calidad en el primer intento, fue del 99,9 %.

La coincidencia positiva en el nivel del genotipo de todas las variantes fue del 99,77 %. La coincidencia negativa de todas las posiciones de WT fue del 99,88 % y la
coincidencia total de todas las posiciones conocidas fue del 99,88 %. Los resultados de todas las pruebas se basan en la prueba inicial. No se repitid ninguna prueba
del estudio de reproducibilidad.

Tabla 18 Reprodudbilidad del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx

V'S|SW
VIINVZ ¥YNIATIS g0

YOIND

Llamadas coincidentes Llamadas coincidentes
N Llamadas positivas {variantes) negativas tcepa salvaje) N* de Nt de Coinci- Coingi- Coinci-
Pa- de c ino d - Variante totales llamadas ausencia dencia dencia dencia
nel mues- enotipo de mucstra arlantes por Cen- Cen- Cen. Cen- Cen- Cen- incorrec- de Hlama- positiva nepativa fotal
tra centro fro tro tro tro bro tro tas das (%) %) (%)
1 2 3 1 2 3
A 1 5549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 o 0 100 100 100
A 2 1812-1 G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 3 (Q493X/F508del (HET) 810 12 I 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
( A 4* F508del/2184delA 810 12 12 12 797 798 798 0 ™ 100 100 100 ‘
i HE I
i L __(HED . |
A 5 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798 0 135 94,44 I_ 9444 | 9444
A 6 F508del/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 160 100
8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
=
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g

\

@,
.% >
@0 § Llamadas coincidentes Llamadas coincidentes
‘g a7 T— N Llamadas positivas (variantes) negativas {cepa salvaje) NFde Ntde Cainci- Coinci- Coinci-
©@ % Pa- de G ino d ctr Varianles totales - llamadas ausendia dencia dencia dencia
w o nel mues- renolipe de muestra amante por Cen- | Cen- | Cen- | Cen- | Cen- | Cen- incarrec- de llama- | positiva negativa tatal
> ) tra centro tro tro tro tro tro tra tas das (%0} {%) %)
N 1 2 3 1 2 3
A g F508del/W1282X (HET) 810 12 11 i2 798 797 798 2% 0 97,22 99,96 99,92
A 10** | F508del/3272-26A>G ! 310 12 1N 12, 798 _ 797 798 2% 0 97,22 4‘ 99,96 99,92 ‘
! (Hm ! ‘ | k | : J
A 11 F508del/3849+10kbC>T 810 12 ! 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET) |
i A 12 i 621+1G>T/3120+¢1G>A ; 810 12 0 12 12 798 | 798 . 798 0 0 00, 100 ¢ 100 :t
| (HET) - - | F ! : : ‘
A 13 E60X/F508dcl (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A [ 14 M1101K {(HET) i 810 6 6 6 804 ' BO4 804 0 0 100 100 100
A 15 M1101K (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A . 16 : F508del (HOM)} 1506V, : 828 6 . [ 6 | 822 822 1 822 i 0 0 : mwe i 100 | 100 W‘
; : 1507V, . 1 ; i | | i |
' | FS08C ‘ L L ‘ | : ‘
i ausente i . ' ? ' ' : 1
A 17 F508del/3659delC 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 l 100
(HET) l'
A 18 R117H/F508del (HET) (TG)10(T) 816 18 18 18 ' 798 . 798 798 - 0 0 100 100 ‘ 100 ‘
| (M5 r ‘ \ _J
A 19 62111G>T711H1G>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HED)
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7 0 de 139 vrantes de la fibrosts quistica MiSegDx™

Liamadas coincidentes Llamadas coincidentes
N2 Llamadas positivas (variantes) negativas (cepa salvaje) Nrde Nt de Coinci- Coinci- Coind-
de Genotipo de muestra Variantes totales llamadas ausencia dencia dencia dencia
mues- ¢ P ) por Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- incorTec- de Hama- positiva negativa total
tra centro tro tro tro tro tro tro tas das (%) (%%) (%)
' 1 2 3 1 2z 3
[ A 20 G85Ef621+1G>T (HET) -810 12 12 } 12 798 798 i 798 0 0 100 100 100
A 21 A455E/F508del (HET) 810 12 12 12 758 798 798 0 0 100 100 100
D ) F508del/RS60T (HET) 810 12 12 ¢ 12 798 798 i 798 0 0 100 100 100
A 23 F508delfY1092X (C>A) 810 12 12 12 798 798 768 0 0 100 100 100
(HET)
AL o2 ] N1303K (HET) 810 6 6 6 | 804 | B804 @ B804 0 0 100 100 100
A 25 G542 (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 2% ! G542X (HET) 810 6 6 6 804 | 804 | 804 0 0 100 00 ¢ 100
A 27 G551D/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A | 28 | 3849+10kbC>T (HOM) | 810 6 | 6 6 ! 804 & 804 | 804 0 0 100 100 100
A 29 WT 810 0 0 [ 810 810 810 0 a N/A 100 100
A i 30 l F508del (HET) 810 6 6 6 | 804 : 804 804 0 0 100 100 100
A 31 1717-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
iL Ao R1162X (HET) : 810 6 6 | 6 . 804 | 804 . 804 0 0 100 100 100
A 33 R347P/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
[ A 34 R334W (HET) 810 6 6 & . 804 ' 804 804 0 0 100 100 100
) gg A 35 WwT 810 0 o 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100
0L 00 %\ e
sEac
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Llamadas coincidentes Llamadas coincidentes
Llamadas pasitivas (variantes) negativas (cepa salvaje) NS de N2 de Coinci- Coingi- Coinci-
Cenotino d estra Variantes totales llamadas ausencia dencia dencia dencia
renctipo de mi ? h por Cen- Cen- Cen- | Cen- Cen- Cen- incorrec- de llama- | positiva negativa total
centro tro tro tro tro tro tro tas das %) (%) {%)
1 2 3 1 2 3
A 36 GSSE (HET) i . 810 ' 6 6 | 6 1804804 | B4, O . 0 . 100 |10 ;100
A 37 1336K (HET) 810 6 6 6 804 | 804 | 804 0 0 100 100 100
F . B : ! : 0 ¥ w
| A1 38 WT : . 810 0 ;0 , 0 ,80 .80 ! 80 0 o 1 NA i 100 ' 100
A 39 | F508del/3849+10kbC>T 810 12 12 12 | 798 | 798 | 798 0 0 100 100 100
(HET)
A L 40 | E2IHIGTBI2HNGA | g0 12 012 | 12 ‘798 798 | 78 [ 0 | 0 | 100 ! 100 @ 100
: i (HET) i ‘ ‘ | 1 ; ‘ . 1 : ;
A a F508del/3659delC 810 12 12 12 | 798 | 798 | 798 0 0 100 100 } 100
{HET) |
A 42 R117H/F508del (HET) | (TGO | 816 . 18 : 18 18 | 798 | 798 | 798 ; 0 0o | 100 100 | 100
| v : H I . 4
b PSf(TGn2 : ! : | i : l t
43 G85E/621+1G>T (HET) 810 12 12 12 | 798 | 798 | 798 o 0 100 100 | 100
| 44 | A45SE/F508del (HET) | © o810 12 12 : 12 78 78 P78 L 0 C 0 | 100 100 | 100
A 45 N1303K (HET) 810 6 6 6 | 804 | 804 | 804 0 0 100 100 100
[A - 46 . G551D/R553X (HET) . ©oog10 12 12 - 12 798 | 798 1 798 6 . 0 ¢\ 10 100 100
B 47 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 | 804 | 804 0 0 100 100 4 100
B + 48  CFTRdcle2, 3/F508del . 80 |12 t 12 ' 12 798 | 798 . 798 o {0 100 100 I 100 |
oY ! (HED) i . : | : % ; ‘ 5 ! ! 1 |
I,_ﬂ) L 'z‘ 1 ! i F ! _J
m
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‘539 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx™

B Llamadas coinddentes Llamadas coincidentes
NS Llamadas positivas {variantes) negativas (cepa salvaje} Nt de N de Coinci- Coinci- Coinci-
Pa- de Cenating de muestra Variantes totales Ulamadas ausencia dencia dencia dencia
nel mues- ' P ) " por Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- Cen- incorrec- de llama- positiva negativa total
tra centro tro tro tro tro tro tra tas das (%) {%) (%o}
1 2 3 1 2 3
B 49 F508del/1898+1G>A 810 32 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
.{ B 50 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100 i
B 51 F508del/2143delT 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
B + 52 3876delA (HET) 810 6 | 6 ! 6 ., 804 | BO4 ! 804 0 0 100 100 i 100 !
B 53 3905insT (HET) 2810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
' ” Y
l B 1 54 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 | 804 i 804 o i) 100 100 .. 100
B 55 F508de] (HET)} 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B | 56 WT 810 0 0 1] 810 810 810 0 0 N/A 100 100 }
B 57 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100
B i 58 ) F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 I 100 |
B 59 WT 810 o 0 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100
L B i 60 L206W (HET) 810 6 ! 6 | 6 ; 804 | 804 . 804 )] 0 100 100 100 @
B | & WT 810 o | o | o |sw0 |80 80 0 0 N/A 100 ' 100 Yoo
X (H 8 i 6 i 6 | B0O4 ' 804 804 0 100 100 |
B | 62 G330X (HET) 10 6 i_ 0 100 #
Qo B 63 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100
w 23 ? 1 N Ad
O m B 1 64 R347H (HET) 510 6 6 6 804 : 804 804 0 0 100 100 | 100 |
w_n® ‘ ‘ ! ' !
<X 4 F\ - - I
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wariantes de la fibrosis quistica MiSeqDx™

I.lamadas coincidentes Llamadas ceincidenles
\ Ny Llamadas positivas (variantes) negativas {cepa salvaje) N7 de Nfde Coinci- Coinci- Coindi-
' Pa- de c ino d r Variant totales llamadas ausencia dencia dencia dencia
© et mues- senolipe de maestra ariantes por Cen- Cen Cen- Cen- Cen- Cen- incorrec- de lama- | positiva negativa tatal
tra centro tro tro tro tro tro tro tas das %% {%) %}
1 2 3 1 2 3
B 65 1078delT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
| . .
L B 66 G178R/F508de! (HET) 810 12 ! 12 i2 . 798 798 798 0 0 100 100 i 100 T
1 : —_
B 67 S549R {c.1647T>G) 810 6 i 6 6 804 804 804 0 g 100 100 160
(HET) |
B | 68 ! 5549N (HET) 810 6 . 6 6 | 804 | 804 | 804 0 0 100 100 | 100
B 69 W846X (HET) 810 6 ! & 6 804 804 804 0 0 100 100 100
{ B | 70 | WT 810 6 . 0 | 0 , B0 | 810 | 810 0 0 N/A 100 100 |
B 71 E92X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 725 621+1G>T/1154insTC §10 12 12 12 798 798 797 0 15 100 99,96 99,96 ‘
(HET) ;
B 73 G542X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
VB | 7 F508del (HET) 810 6 | 6 6 | 804 | 804 { 804 0 0 100 100 100
B 7" F508del (HET) 810 6 5 6 804 670 804 0 135~ 94,44 94,44 ' 94,44
B | 76 F508del (HET) 810 6 ' 6 6 ! 804 | 804 | 804 0 0 100 100 100
B 77 621+1G>T/A455E (HET) 810 12 ! 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 78 | 18121 GA(HED 810 6 6 : 6 | 804 : 804 | 8M 0 0 100 00 | 100 |
B 79 WT 810 [ ¢ 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100
B | 80 F508del/R553X (HET) 810 12 I 12 12 ; 798 798 ' 798 0 0 100 100 ‘ 100
| i , ! |
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o de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSegDx™

". ; Llamadas coincidentes Llamadas coincidentes
“ N* Llamadas positivas {variantes) negativas (cepa salvaje) Nrde Nt de Cainci- Coinci- Coinci-
Pa- de Genotipo d ot Voriant totales lamadas ausencia dencia dencia dencia
nel mues- enofipa de muesa ariantes por Cen- Cen. Cen- Cen- Cen- Cen- incorrec- de llama- | posiliva negaliva total
tra centro fro tro tro tro tro tro tas das (%o} %) (%0)
1 2 3 1 2 3
B 81 F508del/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 82 R347P/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 83 R117H/F508del (HET) (TG)10(Ty 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
9/(TG)12
(M5
B 84 1507del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 85 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 | 804 804 0 Y 100 100 100
( B 868 CFTR dele2, 3/F508del 810 12 12 12 798 797 798 0 15 100 99,96 99,%6
t (HE)
B 87 F508del/1898+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
B 88 WT 810 0 ¢ 0 810 810 810 0 0 N/A 100 100
B 89 F508del/2143delT 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HED)
i B 90 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 91 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 204 804 0 0 100 100 100
B 92 F508del {(HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
Total 74 556 2209 221182 4 273 99,77 99,88 99,88

* La posicidn de la cepa salvaje correspendiente a la variante N1303K de una duplicacién provocd una ausencia de Hamada debida a una cobertura insuficiente.
4 Un duplicado de las muestras 5 y 75 presentd un indice de llamada del 0 %. Una investigacion més detallada indica que es posible que no se hayan afadido las muestras a la placa de

muestras antes de la preparacién de la biblioteca, ya que los volimenes de muestra que quedaban en los tubos cran homogéneos y no se tuvo que eliminar ninguna cantidad de volumen.
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de 139 variantes dela fibrosis quistica MiSeqDx™

* Las pruebas indican que el operador probablemente altemd las muestras 9y 10 antes de ta preparacién de bibliotecas.
a posicién de la cepa salvaje correspondiente a la variante M1V de una duplicacién de cada una de las dos muestras provocé una ausencia de llamada debida a una cobertura insu-

ficiente.
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Ensayo de 139 variantes de |a librosis quistica

Tabla 19 Informacién complementaria sobre las variantes del estudio de reproducbilidad
:foar:']iz:;.e {nombre Tipo de variante g;gri;:n del gen de
Poli-TG/Poli-T DIV compuesta® Intrén 9
2183AA5G DIV compuesta* Ex6n 14
CFTR dele2, 3 DEL Intréni-Intrén3
1154insTC DIv+ Ex6n 8
1507del DIv* Exén 11
F508del DIV* Exén 11
2143delT DIV* Exén 14
3659delC DIV Ex6n 22
3876delA DIv* Exén 23
3%4delTT . DIV en regién homopolimérica* Exén 3
1078delT DIV en regién homopolimérica® Exon 8
2184delA ‘:; | DIV en regidén homopolimérica™ Exdn 14
3905insT DIV en regién homopolimérica® Exén 23
E60X SNV Exén 3
R75X SNV Exén 3
G85E . SNV Exén 3
E92X SNV Ex6n 4
RU7H SNV Exén 4
Y122X SNV Exén 4
621+1G>T ‘ SNV Intrén 4
G178R SNV Exén 5
711+1G>T SNV Intrén 5
L206W SNV ) Exén 6
G330X SNV Exdn 8
R334W SNV ' Exén 8
13B36K SNV Exén &

R347P SNV Exén 8
RM7H SNV Exon 8
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Ensayo de 139 variantes de la fibrosis quistica MiSeqDx™

:’oar;iz:;e (rombre Tipo de variante E;Fgrlgn del gen de
A455E SNV Exén 10
Q493X SNV Exdn 11
1717-1G>A SNV Intrén 11 :
G542X SNV Exdn 12 |
5549 SNV Exén 12 J
S549R (c.1647T>G) | SNV Exdn 12 D
G551D SNV Exén 12
R553X SNV | Exén 12 -
R560T SNV Exén 12
| 1812:1G>A | SNV Intrén 12 -
1898+1G>A SNV intrén 13
W846X SNV Exén 15
2789+5G>A SNV Tntrén 16
312041G>A | sNv Intrén 18 ’
327226 A5G SNV Intrén 19 —
vagzx (C>A) | sNv Exén 20 ]
M1101K SNV Exén 20
[iussx SNV ‘ Exdn 22 _J
R1162X SNV Exén 22
3849+10kbC>T SNV Intrén 22
W1282X SNV Exén 23
N1303K - SNV Exén 24 )
* DIV es la sigla en inglés de "variante de la deleciénfinsercidn”.

Extraccién de ADN

Se evaluaron tres métodos de extraccidn comercializados utilizados con frecuencia (extraccién de bolas magné:ticas,
precipitacién por alcohol y aislamiento de la columna de filtrado de silicio) con sangre total anticoagulada coh EDTA.
En el estudio, se utilizé un total de 14 muestras de sangre Gnicas que representaban cepas salvajes y tres genotipos
mutantes (tres muestras con F508del, una muestra con I506V y una muestra con D110H). Dos operadores diferéntes
comprobaron independientemente los tres métodos de extraccién de ADN. Cada operador llevéd a cabo tres expe-
rimentos por método de extraccién. Cada operador realizé cada una de las extracciones en dias diferentes. La con-
centracién de ADN vy el indice de A260/A280 de las muestras de ADNg extraidas se determinaron mediante
espectrometria. El tamafio de las muestras total para cada método de extraccién de este estudio fue de 168 (14
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Ensayo de 139 variﬁ dté fibésisa

muestras x 2 operadores/método de extraccién x 3 experimentosfoperador x 2 duplicados/muestra de ADNg

extraida).
Nitmero de ndice d fndicel de
Método de extraccidn muestras ¢ Precision muestras del
. Nlamada .
analizadas primer paso®
Precipitacidn por alcohol 168 100 % 100 % 100 %
Aislamiento de la columna de filtrado de silido 168 100 % 100 % 100 %
b —_
Extraccdn de bolas magndéticas 168 100 % 100 % 100 %o

* Porcentaje de muestras con un indice de llamada superior al 93 % en el primer experimento.

Entrada de ADN

El rango de entrada de ADN del ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina se evalud llevando
a cabo un estudio de dilucién en serie con 14 muestras de ADN representativas que contenian 16 variantes inicas de
la fibrosis quistica. Cada muestra se evalué por duplicado en nueve niveles de entrada de ADN que oscilaban entre
1250 ng y 1 ng (1250 ng, 500 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 5 ng y 1 ng). Para determinar la precision, se|
compararon los genotipos de muestras con los datos de secuenciacién bidireccional de Sanger y las delecionesse
compararon con un ensayo de PCR. Los niveles 1250 ng y 25 ng se establecieron como el limite superior ¢ infenlﬁnor para
la entrada de ADN respectivamente, ya que arrojaron un indice de muestra de primer paso del 95 % o superior, sin
ltamadas incorrectas (100 % de precisién y de indice de llamada). .

Las entradas de ADN de 1250 ng, 250 ng y 100 ng se volvieron a analizar con cuatro muestras de ADN representativas
y, al menos, 20 duplicados por nivel de entrada de ADN de cada muestra (n = 4 x 20 = 80 muestras), mientras que el
limite inferior de 25 ng se analizé con 14 muestras y 20 duplicados de cada muestra {n = 14 x 20= 280 muestras),

La precisién y el indice de muestra del primer paso fueron del 100 % en todos los niveles de entrada de ADN

Los resultados indican que el ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx de llumina se puede utilizar en el
rango de entrada de ADN de 1250 ng a 25 ng para generar resultados precisos. |

l

Sustancias interferentes J
4]

Para evaluar el impacto de las sustancias interferentes en el sisterna de fibrosis quistica MiSeqDx de Illumina, s
calificé el rendimiento del ensayo en presencia y ausencia de posibles sustancias interferentes. Se analizaron ocho
muestras de sangre total en el estudio, incluidas tres muestras positivas de fibrosis quistica con genotipos unicos. Se
analizaron cuatro sustancias interferentes endégenas (bilirrubina, colesterol, hemoglobina y triglicéridos) afadiéndolas
a las muestras de sangre antes de la extraccién de ADN. En la tabla siguiente se muestran los limites de concentracion
de cada sustancia. Asimismo, para evaluar la interferencia resultante de la extraccién de sangre (extraccion breve), se
afiadi6 EDTA a las muestras de sangre y, para evaluar la interferencia resultante de la preparacién de muestrag, se
anadi6 el tampén de Javado final del método de aislamiento de la columna de filtrado de silicio al ADN genonico
purificado.

El ensayo de 139 variantes de fibrosis quistica MiSeqDx arrojé un indice de llamada del 100 % con todas las mi‘uestras
analizadas, asf como una reproducibilidad del 100 % en las llamadas de genotipo entre muestras en presencia y
ausencia de sustancias interferentes. i

Para evaluar el impacto de la interferencia del cebador de fndice del multiplexado, se llev6 a cabo un estudiolde la
contaminacién cruzada con dos muestras, cada una de ellas con genotipos homocigéticos tinicos en cuatro posiciones
gendmicas diferentes, y dos cebadores de indice respectivos. No se observaron cambios en las llamadas de variantes
con niveles de contaminacién inferiores al 40 %. E1 genotipo de la muestra pasé a ser heterocigdtico cuando los niveles
de contaminacién eran iguales o superiores al 40 %.

No se observaron interferencias relacionadas con sustancias interferentes exdgenas o enddgenas.
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Concentracion Concentradén
. Niumero total de comprobada en comprobada en ;.

Sustancia de prucba duplicados sangre sangre Indice de {lamada

(limite superior) (limite inferior)
Bilirrubina 16 684 pmol/l 137 umolfl 100 %

+ Colesterol 16 13 mmol/! 2,6 mmol/l 100 %
Hemoglobina 16 2gfl 0,4 g/l 100 %
Triglicéridos 16 37 mmoli 7,4 mmol/l 100 %

P- ——

EDTA 16 7,0 mg/ml 2,8 mg/ml 100 %
Indexacion de muestras
En el marco del ensayo, los cebadores de indice de muestras se utilizan para asignar un codigo de barras Unico a cada

muestra de ADN, lo que permite agrupar varias muestras en un solo experimento de secuenciacién. Se analizé un
total de 96 indices de muestras con 8 muestras de ADN tnicas para verificar la capacidad del ensayo de realizar una
llamada de genotipado homogénea para una muestra determinada con combinaciones de cebadores de indicei
distintas. Cada muestra se analizé con 12 combinaciones de cebadores de {ndice distintas. Los resultados de laymuestra
se compararon con los datos de secuenciacion bidireccional de Sanger en relacién con todas las posiciones y variantes,
excepto dos deleciones grandes, que se confirmaron mediante un cnsayo de PCR doble. La reproducibilidad y la
precisién registradas fueron del 100 % en todas las combinaciones de cebadores de indice/muestras.
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“2015 — Afio del Bicentenario del Congreso de los Pueblos Libres™

Ministerio de Salud
Secretaria de Politicas, Regulacién

¢ Institutos
AN M AT

CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA DE
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO |
[
Expediente n® 1-47-3110-3178/14-4

Se autoriza a la firma BIOSYSTEMS S.A. a importar y comercializar e Producto

para diagnostico de uso in vitro denominado 1) GENETIC SEQUENCING
INSTRUMENT - MiSeqDx™/ INSTRUMENTO DE SECUENCIACION QUE IMIDE LAS
SENALES DE FLUORESCENCIA DE NUCLEOTIDOS MARCADOS MEDIANTE EL USO
DE CELDAS DE FLUJO Y REACTIVOS ESPECIFICOS (MiSeqDx™ Universal Kit 1.0);
2) MiSeqDx™ UNIVERSAL KIT 1.0/ PARA EL PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE
ADN GENOMICO HUMANO OBTENIDAS A PARTIR DE SANGRE TOTAL P]LRIFERICA
Y EN LA POSTERIOR SECUENCIACION SELECTIVA DE LAS BIBLIOJTECAS DE
MUESTRAS RESULTANTES; 3) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS | CLINICAL
SEQUENCING ASSAY/ DISENADO PARA LA SECUENCIACION DE LAS REGIONES
CODIFICANTES Y LAS REGIONES DE UNION DE INTRONES Y EXONES DEL GEN
REGULADCOR DE LA CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA | FIBROSIS

QUISTICA (CFTR) A PARTIR DE ADN GENOMICO AISLADO A PARTIR DE SANGRE

HUMANA TOTAL; 4) MiSeqDx™ CYSTIC FIBROSIS 139- VARIANT ASSAY/ ENSAYO
CUALITATIVO DISENADO PARA DETECTAR EN FORMA SIMULTLNEA 139
MUTACIONES Y VARIANTES DE INTERES CLINICO EN EL GEN REGULAlDOR DE LA
CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANA DE LA FIBROSIS QUISTICA (GFTR) . En
ENVASES, ===m= === s e e e e e e e e S mm oo

1) GENETIC SEQUENCING INSTRUMENT - MiSeqDx™: No aplica.
2) MiSeqDx™ UNIVERSAL KIT 1.0: 96 determinaciones, conteniendo:

» Cajal:
Reactivos de preamplificacion de la caja 1A:

L 1
Lv




Volumen

Componente Cantidad de
llenado
Tampén de ltubo 4,32m|
hibridacion
Mezcla de extension- Ltubo 4.8mi
ligadura
Cebadores de indice 1tubo 192ul
A(A30]1)-H(AS08) por
cebador
Cebadores de indice 1 1tubo 128pl
(ATO1)-12 {A712) por
B cebador
Polimerasa de PCR 1tubo S6pul
Mezcla maestra de Itubo 2,8ml

PCR

Reactivos de posampiificacién de la caja 1B:

Yolumen

Componente Cantidad de
llenado

Diluyente de Ltubo 4,6ml
normalizacion de
bibliotecas
Tampén de dilucién ltubo 4,5m}
De biblioteca
Control interno PhiX Ttubo 10ud

- Caja 2:

Reactivos de posamplificacién de la caja 2:

Componente Cantidad
Cartucho de reactivo 2cariuchos
de MiSeqDx

» (Caja 3:

Reactivos de preamplificacion de la caja 3A:

Yolumen
Componente Cantidad de
llenade
Tampén de lavado 1botella 24m|
restrictivo
Tampén de lavado Itubo 4,8ml

universal

i,
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Reactivos de posapaplificacién de la caja 3B:

Volumen
Componente Cantidad de
llenado
Bolas de limpieza de 1tubo Sml
PCR
Lavado de 2tubos 4,8ml
normalizacidn de
bibliotecas
Bolas de biblioteca 1tubo 1,2ml
Celda de flujo 2 1 celda de flujo
MiSeqDx contenedores
o Caja 4:
Reactivos de posamplificacion de la caja 4:
Volumen
Componente Cantidad de
llenade
Solucion SBS de 2botellas 353,1ml
MiSeqDx(PR2) et o s e
« Caja5:

Reactivos de preamplificacion de la caja 5:

Componente Cantidad

Placa del filtro 2 placas

Reactives de posamplificacion de la caja 5: ,

Volumen
Componente Cantidad de
llenado
Tampén de elucidn ltubo 4 8ml
Tampon de ltubo 3,5ml
almacenamiento de
biblioteca ~

3) MiSeqDxTM CYSTIC FIBROSIS CLINICAL SEQUENCING ASSAY: 48
determinaciones, conteniendo:

e Cajal:

Reactivos de preamplificacion de la caja 1A:

Y ;

Y




Volumen

Componente Cantidad de
llenado

Grupo de ltubo 600ut
Oligonucledtidos del
Ensayo de
Secuenciacién clinica
D fibrosis quistica.
Tampdn de ltubo 4,32ml
hibridacidn
Mezcla de extension- 1tubo 4,8mi
ligadura )
Cebadores de indice ttubo 162ul
C(A503).D(AS04)y por
E(A505) cebador
Cebadores de indice Itubo 1281
1{A701), 2{A702} y por
10(A710) cebador
Polimerasa de PCR Ttubo 56ul
Mezcla macstra de Itube 2,8mi
PCR

Reactivos de posamplificacion de ia caja 1B:

Velumen
Cemponente Cantidad de
licnado
Drluyente de Ttubo 4,6ml
nomalizacién de
Mb_ihliotccas S
Tampén de dikicion ltubo 4,5ml
De biblioteca
Control interne PhiX Itubo 10ul

« Caja 2:

Reactivos de posamplificacion de la caja 2:

Componente

Cantidad

iCartuche de reactivo

le MiSeqDx: Ensayo
lde secuenciacién clinica
de FQ

Geartuchos

« Caja 3:

Reactivos de preamplificacion de la caja 3A:

A

w
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¥olumen
Componente Cantidad de
tenado
[Fampén de lavado Ibotella 24m]
restrictivo
[Tampén de lavado itubo 4,8ml

Juniversal

Reactivos de posamplificacion de la caja 3B:

MiSeqDx: Ensayo
de secuenciacion
clinica de la fibrosis
quistica

Volumen

Conponente Cantidad de
Henado

Bolas de limpieza fubo Sml
de PCR
Lavado de 2tubos 4,8ml]
normalizacién de
biblioteeas
Bolas de biblioteca Hubo 1,2m]
Celda de flujo de 6contenedores 1 cetda de [ujo

¢ Caia 4;

Reactivos de posamplificacién de la caja 4:

MiSeqDx(PR2):
Ensayo de
Secuenciacién clinica
de la fibrosis

quistica

Volumen
Compenente Cantidad de
Henado
Solucidn SBS de 6botellas 353,1ml

e Cajab:

Reactivos de preamplificacion de la caja 5:

Volumen
Componente Cantidad de
lenado
Placa del filre 6placas N/A

LV

Pueblos Libres”




Reactivos de posamplificacién de la caja 5:

Volumen
Caomponente Cantidad de
Henade
Tampén de elucién ttubo 4.8ml
Fampén de Itubo 3,5ml
almacenamiento de
biblioteca

4) MiSeqDxTM CYSTIC FIBROSIS 139- VARIANT ASSAY: 96 determinaciones o
960 determinaciones, conteniendo:

¢ (Cajal:

Reactivos de preamplificacidon de la caja 1A:

Cantidad Volumen
Caonponente de
960 determinaciones | 96 determinaciones
Nenado
Grupo de 10 tubos 1 tubo : 600t

QOligomicledtidos de
139 variantes de
fibrosis quistica
Tampon de 10 wbos Ttubo 4,32mi
hibridacion

Mezcla de extension- 10 tubos ltubo 4.8mi
ligadura
Eeb;&o;f;s de indice 10 wbos por Tmbopor 192;; lw o
A(AS501)-H(AS08) cebador cebador
Cebadores de indice 1 10 tubos por 1 tubo por 128ul
{AT01)-12 (AT12) cebador cchador
Polimerasa de PCR 10 tubos | ulbo_ S6pul |
Mezcla maestra de 10 tbos I tubo 2,8ml
PCR

Reactivos de posamplificacion de la caja 1B:

Cantidad Volwnen
Componcnte de

960 determinaciones | 96 determinaciones

Henado
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Diluyente de 10 tubos Itubo 4.6ml
normalizacion de
 bibliotecas i . B
Tampén de dilucién 10 tubos itubo »——»;:51;1—» o
de biblioteca
ControlinternoPhiX ltubo ltubo 16ul

« Caja?2:

Reactivos de posamplificacién de la caja 2:

Componente

Cantidad

960 determinaciones

96 determinaciones

Cartucho de reactivo
De MiSeqDx del
ensayodel39

variantes de FQ

20 cartuchos

2 cartuchos

e Caja 3:

Reactivos de preamplificacién de la caja 3A:

Cantidad Volumen

Componenic de
960 determinaciones | 96 determinaciones
tienado

Tampén de lavado 10 botellas 1 botella 24ml
restrictivo
Tampén de lavado 10 tubos 1 tubo 4.8m}
universal

Reactivos de posamplificacién de la caja 3B:

Cantidad Volumen

Componente de
960 determinaciones ; 96 determinaciones
Heando

Bolas de linpieza de 10 tubes 1 wbe Sinl
PCR
Lavado de 20 tubos 2 tubos 4,8ml
normalizacion de
bibliotecas
Bolas de biblioteca 10tubos ltube 1,2ml
Celda de [ujo de 20 2 | celda de
MiSeqDx del ensayo contencdores contenedores flujo
del39vanantesde
FQ

LV




» Caja4:

Reactivos de posamplificacion de la caja 4

Cantidad Yolumen
Componente de
960 determinaciones } 96 determinaciones
Henado
SolucionSBS de 20botellas 2botellas 353,1ml
MiScqDx(PR2)del
ensayodel 39
variantesdeFQ
o (Cajab:
Reactivos de preamplificacién de la caja 5:
Cantidad
Componente
260 determinaciones 96 determinaciones
Placa del filtro 20placas 2placas
Reactivos de posamplificacién de la caja 5:
. Cantidad Volumen
Compuenente de
960 determinaciones i 96 determinaciones
Henado
Tampdn de elucién 10 tubos ) | tubo 4. 8mt
Tampdn de 10 tubos ltubo 3,5mi
almacenamiento de
biblioteca

Se le asigna la categoria: venta a Laboratorios de analisis clinicos por hallarse en
las condiciones establecidas en la Ley N© 16.463 y Resolucion Ministerial N©
145/98. Lugar de elaboracion: ILLUMINA. 5200 Illumina Way. San Diego, CA
92122. (USA). Vida datil: 1) CINCO (5) afios, desde la fecha de elaboracion
conservado entre -10 y 40 9C; 2), 3) y 4) TRECE (13) meses, desde {a fecha de
elaboracion conservado: caja 1 y 2 entre -25 y -15 0C, caja 3y 4 entre 2 y 8 °C

y caja 5 entre 15 - 30 ¢C En las etiquetas de los envases, anuncios y prospectos

J.Lw ;
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deberd constar PRODUCTO PARA DIAGNQOSTICO USO IN VITRO AUTORIZADO

POR LA ADMINISTRACIC’)NNACION:U 0; gﬁlcgﬁzms, ALIMENTOS Y
TECNOLOGIA MEDICA. Certificado n© ’

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA

MEDICA IR
uenos Aires, / >
PO ATE 1 1 NOV. 2015 =

Firma y sello
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